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3 
RIASSUNTO 
 
 
In questo elaborato sono presentati i dati relative alla ricerche svolte dal Dr. Fotios Loupakis 
nel corso dei tre anni di Dottorato in “Tecnologie per la Salute: valutazione e gestione delle 
innovazioni nel settore biomedicale”. L’ambito degli studi è quello che ha caratterizzato 
l’impegno scientifico del Dr. Loupakis anche durante la Scuola di Specializzazione in 
Oncologia, ovvero la maggiore definizione di aspetti molecolari caratterizzanti il tumore 
colorettale con particolare riguardo all’identificazione di fattori predittivi di efficacia dei 
trattamenti nel setting metastatico. 
Il trattamento del tumore colorettale metastatico ha subito profondi cambiamenti nell’ultimo 
decennio ed in particolare, l’introduzione nella pratica clinica di farmaci biologici a target 
molecolare, ha segnato in maniera decisiva l’approccio terapeutico a questa neoplasia.  
L’impiego del farmaco antiangiogenico bevacizumab ha migliorato in maniera significativa 
l’outcome dei pazienti seppur non esistano ad oggi criteri di selezione molecolare che 
possano identificare soggetti con maggiori probabilità di beneficiare realmente del 
trattamento stesso.  
Una delle sfide più importanti dell’attuale ricerca traslazionale in oncologia nel presente e 
nel prossimo futuro è proprio quella di poter offrire alla clinica raffinati elementi di 
caratterizzazione biomolecolare che consentano di definire in maniera ottimale prognosi e 
probobabilità di risposta agli specifici trattamenti.  
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CAPITOLO 1. L’ANGIOGENESI TUMORALE COME TARGET 
FARMACOLOGICO NELLA TERAPIA ANTI-NEOPLASTICA 
 
 L’ANGIOGENESI TUMORALE  
 
Con il termine angiogenesi si fa riferimento al processo di formazione di nuovi vasi 
sanguigni a partire da altri preesistenti, attraverso un fenomeno di “gemmazione”.1 
Fisiologicamente, a livello tissutale, per rispondere al fabbisogno metabolico locale, la rete 
vascolare viene continuamente rimodellata, realizzando un sistema di vasi ordinato che 
consente l’approvvigionamento di sostanze nutritive e svolge una diretta e complessa 
funzione di interazione e sostegno tra stroma e tessuti circostanti. Questo avviene nel 
rimodellamento e nella crescita dei tessuti, nell’adattamento muscolare in seguito ad 
esercizio fisico, nella guarigione delle ferite, nel ciclo ovarico ed endometriale, nella 
placentazione in corso di gravidanza e nello sviluppo embrionale. Al di fuori delle 
condizioni fisiologiche, in cui è soppressa o può comparire transitoriamente, l’angiogenesi 
può essere in difetto o in eccesso, a causa della disregolazione dell’equilibrio dinamico tra 
fattori stimolanti ed inibenti, e contribuire allo sviluppo di diverse patologie.2 Si associano 
infatti ad insufficiente angiogenesi condizioni quali l’ischemica miocardica e cerebrale, il 
diabete, l’ipertensione, la preeclampsia, mentre l’artrite reumatoide, le retinopatie, 
l’aterosclerosi, la psoriasi e l’endometriosi sono caratterizzate da un’angiogenesi eccessiva.3 
In particolare, l’angiogenesi è un fenomeno essenziale nella crescita, nell’invasione e nella 
metastatizzazione tumorale.  
Come avviene per i tessuti sani, anche per i tumori solidi la sopravvivenza e l’accrescimento 
dipendono dalla presenza di una estesa rete di vasi sanguigni. Tuttavia, l’angiogenesi che si 
realizza nel contesto tumorale è sostanzialmente differente da quella che avviene 
fisiologicamente. Mentre in condizioni fisiologiche, i nuovi vasi maturano e si stabilizzano 
rapidamente, a livello tumorale, le cellule neoplastiche, cooptano vasi sanguigni dell’ospite, 
inducono una caotica angiogenesi e reclutano precursori di cellule endoteliali di origine 
midollare (vasculogenesi postnatale).4 Ne deriva una rete vascolare intratumorale con 
anomalie strutturali e funzionali, fortemente differente dalla controparte normale. 
 Affinché la massa tumorale possa crescere autonomamente, oltre il limite imposto dalla 
capacità di diffusione dell’ossigeno, è necessario che essa stessa promuova la 
neoformazione di vasi sanguigni, attraverso un evento noto come “switch angiogenico”,1, 5 
che consiste nella rottura dell’equilibrio tra segnali pro- ed anti-angiogenetici, a favore dei 
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primi, e cui contribuiscono non solo le cellule neoplastiche, ma anche le cellule stromali.6 
All’interno della molteplicità dei fattori che sbilanciano in senso pro-angiogenico il pattern 
vascolare sia in tessuti sani, sia in tessuti neoplastici, un ruolo dominante è svolto dal 
VEGF-A (Vascular Endothelial Growth Factor-A), di solito indicato semplicemente come 
VEGF. L’induzione dell’angiogenesi in una rete vascolare quiescente è infatti possibile in 
presenza di elevati livelli di VEGF, unico fattore di crescita costantemente espresso durante 
lo sviluppo tumorale.  
Nella sequenza degli eventi5 che si succedono a partire dall’iniziale formazione di “vasi 
madre” (“mother vessels”) fino alla loro maturazione si verifica dapprima una 
vasodilatazione e successivamente, in risposta a VEGF, l’aumento della permeabilità dei 
capillari e delle venule post-capillari preesistenti. Questo determina lo stravaso nello spazio 
extravascolare di proteine plasmatiche, che si depositano formando una provvisoria matrice 
su cui si attivano le cellule endoteliali migrate, accompagnandosi all’allentamento dello 
strato di periciti. La membrana basale dei vasi e la matrice extracellulare vengono 
localmente degradate per consentire alle cellule endoteliali di migrare nello spazio 
perivascolare, seguendo stimoli chemiotattici angiogenici mediati, oltre che da VEGF, anche 
da: FGF (Fibroblast Growth Factor), angiopoietine, interleuchina-8 e PlGF (Placental 
Growth Factor). Sotto lo stimolo di questi fattori le cellule endoteliali si moltiplicano e 
formano una colonna in migrazione nello spazio perivascolare. Le colonne cellulari in 
migrazione muovono verso zone differenziate, dove le cellule endoteliali subiscono 
cambiamenti morfologici, aderiscono tra loro e danno continuità alla rete endoteliale. La 
loro continua proliferazione nello spessore della parete vasale consente il progressivo 
allargamento del diametro del vaso. Allo stesso tempo, intorno al vaso in formazione si 
dispongono le cellule perivascolari e si forma la lamina basale. Nel contesto della massa 
tumorale, il processo angiogenico sopra descritto avviene in maniera più caotica e 
disordinata, portando alla formazione di una rete di vasi tortuosi ed irregolarmente 
permeabili.5  
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I mediatori dell’angiogenesi 
Nel complesso, l’angiogenesi è orchestrata da un’ampia varietà di mediatori attivanti ed 
inibenti,7 che interagiscono con specifici recettori.  
I fattori attivanti sono soprattutto ligandi di recettori ad attività tirosin-chinasica, come 
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), FGFs (Fibroblast Growth Factors), PDGF 
(Platelet-Derived Growth Factor), PlGF (Placental Growth Factor), EGF (Epidermal Growth 
Factor), LPA (Lysophosphatic Acid). Tra questi, quello che svolge un ruolo determinante 
nella stimolazione e nel sostegno del processo angiogenico, fisiologico e tumorale, è il 
VEGF. EGF regola positivamente VEGF, FGF e IL-8 (interleukin-8), mentre LPA regola 
positivamente i livelli di VEGF.  
Il primo inibitore dell’angiogenesi descritto fu la trombospondina-1, glicoproteina 
multifunzionale, secreta dalle cellule epiteliali nella matrice extracellulare, in grado di 
modulare la proliferazione e la migrazione delle cellule endoteliali; molte molecole inibenti 
il processo angiogenico, tra cui le “statine”, derivano da proteine più grandi che non hanno 
effetto sull’angiogenesi; tra queste: l’angiostatina (frammento del plasminogeno che lega 
l’ATP sintetasi e l’annessina II), l’endostatina, la tumstatina e la canstatina, frammenti di 
collagene che legano le integrine.8, 9 
 
Componenti della via di segnalazione di VEGF 
Il fattore coinvolto nell’angiogenesi caratterizzato meglio è il VEGF. Il sistema del VEGF si 
è conservato come via di trasduzione del segnale essenziale per il sistema vascolare ed 
emopoietico. Nei mammiferi, la famiglia del VEGF, appartenente alla superfamiglia del 
Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), consiste di sei componenti: VEGF-A, noto anche 
come VEGF, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e PlGF. Inoltre, dallo splicing 
alternativo del trascritto del gene umano VEGF, organizzato in 8 esoni separati da 7 introni, 
risultano quattro principali isoforme di VEGF-A (VEGF-A121, VEGF-A165, VEGF-A189, 
VEGF-A206); l’isoforma VEGF165 può anche essere clivata dalla plasmina e da varie 
metalloproteinasi a livello dell’estremità carbossi-terminale, generando così VEGF-A110 e 
VEGF-A113.10 Sono state anche identificate varianti meno comunemente espresse: VEGF-
A145 e VEGF-A183; anche VEGF-B può essere presente in due isoforme: VEGF-B167 e 
VEGF-B186. Nel complesso, i membri della famiglia VEGF sono glicoproteine 
omodimeriche, che agiscono attraverso il legame a recettori ad attività tirosin-chinasica: 
VEGFR-1 (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-1), VEGFR-2 e VEGFR-3, 
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precedentemente noti come Flt-1, Flk-1 e Flt-4, rispettivamente.11 Alcuni recettori, come le 
neuropiline (NRP-1 e NRP-2), espresse dall’endotelio vascolare, dai neuroni e da alcune 
cellule tumorali, sono implicati nella promozione dell’attivazione di VEGFRs. Si tratta di 
glicoproteine di superficie, inizialmente identificate come recettori per proteine secrete e 
proteine transmembrana, che servono come guida nello sviluppo assonale e neuronale, 
considerate ad oggi come co-recettori di VEGF, suggerendo un potenziale ruolo 
nell’angiogenesi. NRP-1 differisce notevolmente dai VEGFRs, in quanto manca del dominio 
intracellulare con attività catalitica e la sua attività mediata si estrinseca come 
potenziamento dell’affinità di legame dei ligandi a VEGFR-1 e VEGFR-2.12  
 
Come gli altri recettori ad attività tirosin-chinasica, i VEGFRs si attivano, a seguito del 
legame con il ligando, attraverso omodimerizzazione o eterodimerizzazione. Alla 
dimerizzazione dei recettori segue l’autofosforilazione su specifici residui di tirosina, che, a 
loro volta, attivano la cascata di segnalazione intracellulare tramite numerosi effettori. 
VEGFR-1 e VEGFR-2, entrambi dotati di sette domini Ig-like extracellulari, di un segmento 
transmembrana e di una porzione intracellulare con i due domini ad attività tirosin-chinasica, 
sono sovraespressi nelle cellule endoteliali di tumori che esprimono VEGF-A e si 
caratterizzano per un’omologia strutturale del 44%. 
VEGFR-1 è in grado di legare tutte le isoforme di VEGF-A, VEGF-B e PlGF; tuttavia, è in 
grado di legare VEGF-A con un’affinità 10 volte superiore a quella con cui tale ligando 
interagisce con VEGFR-2; oltre che dalle cellule endoteliali, è espresso anche da monociti, 
macrofagi, cellule staminali ematopoietiche e da altri citotipi. Esiste anche una forma 
solubile, sVEGFR-1, derivata dallo splicing alternativo, il cui significato funzionale è quello 
di modulare o ridurre l’attività di VEGF o PlGF. Studi in cui sono stati allestiti modelli in 
cui VEGFR-1 era sovraespresso hanno suggerito che alla stimolazione del recettore segue 
l’innesco di segnalazioni intracellulari, in cui sono coinvolti PLC-γ (phospholipase C- γ), PI-
3K (p85/phosphatidylinositoli 3’-kinase), SHP-2 (Src  homology phosphatase-2), Grb-2 
(Growth factor receptor-bound protein-2), e Nck.13 Sebbene VEGFR-1 sia stato il primo 
recettore di tipo tirosin-chinasi ad essere identificato come target di VEGF, il suo preciso 
ruolo è ancora dibattuto. È stato proposto che VEGFR-1 sia non tanto un recettore che 
trasduce un segnale mitogenico, quanto piuttosto un recettore “decoy”, in grado cioè di 
regolare negativamente l’attività di VEGF sull’endotelio vascolare, prevenendo il legame di 
VEGF a VEGFR-2.14 La funzione di regolatore negativo di VEGF è supportata 
dall’evidenza emersa da studi di gene-targeting, in cui topi VEGFR-1-/- muoiono prima della 
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nascita. In questi animali, le cellule endoteliali si sviluppano in maniera eccessiva e non 
sono in grado di organizzarsi in vasi. È proprio l’eccesso di proliferazione degli 
emangioblasti ad essere responsabile della letalità di questo modello murino.15 Attualmente, 
nonostante questi dati, si ritiene che VEGFR-1 abbia funzioni differenti in relazione allo 
stadio dello sviluppo embrionale, a condizioni fisiologiche e patologiche e al tipo cellulare 
in cui è espresso. Rimane, comunque, difficile spiegare come l’attivazione di VEGFR-1 
determini le risposte biologiche specifiche, tra cui la mediazione della migrazione dei 
monociti, la sopravvivenza delle cellule staminali ematopoietiche, il reclutamento di 
progenitori delle cellule endoteliali e il rilascio di fattori di crescita tessuto-specifici. La via 
di segnalazione attivata da VEGFR-1 è coinvolta anche nella metastatizzazione tumorale e 
media la crescita e la migrazione delle cellule neoplastiche. Progenitori ematopoietici 
midollari VEGFR-1-positivi formano cluster cellulari in siti pre-metastatici tumore-specifici 
prima dell’arrivo delle cellule neoplastiche e determinano la disseminazione organo-
specifica del tumore.16 
VEGFR-2 è attivato primariamente da VEGF-A e, secondariamente, dalle forme clivate di 
VEGF-C e VEGF-D ed, inoltre, specificatamente da VEGF-E; è espresso da cellule 
staminali emopoietiche ed endoteliali. L’attivazione di questo recettore è importante, oltre 
che nell’angiogenesi, anche nella vasculogenesi: evento precoce nello sviluppo embrionale, 
che consiste nella formazione di vasi sanguigni dalle isole ematiche, a partire da precursori 
delle cellule endoteliali, gli angioblasti, che si organizzano a formare plessi di capillari 
primari. Il ruolo di VEGFR-2 nello stabilirsi del supporto vascolare durante l’embriogenesi è 
testimoniato dal fatto che topi knock-out omo- ed eterozigoti per VEGF-2 muoiono in utero, 
a causa dei difetti nella formazione delle isole ematiche e nello sviluppo vascolare.17 
Attualmente si ritiene che la maggior parte delle risposte biologiche a VEGF nelle cellule 
endoteliali sia mediata da VEGFR-2,18 considerato trasduttore cruciale degli eventi che si 
realizzano nell’angiogenesi sia fisiologica che patologica, tra cui l’aumento della 
permeabilità microvascolare, la proliferazione, l’invasione, la migrazione e la sopravvivenza 
delle cellule endoteliali. La cascata di segnalazione, tuttavia, non è ancora completamente 
nota. 
VEGFR-3 è attivato soltanto da VEGF-C e VEGF-D; è espresso nel sistema vascolare 
embrionale, dove svolge un ruolo di supporto nello sviluppo cardiovascolare e nel 
rimodellamento delle reti vascolari primarie durante l’embriogenesi.19 Nell’adulto 
l’espressione di VEGFR-3 è limitata alle cellule endoteliali linfatiche, ma sulla base di 
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alcune recenti evidenze si suppone che moduli la segnalazione mediata da VEGFR-2 nel 
mantenimento dell’integrità della rete vascolare.20 
 
L’attività biologica di VEGF 
VEGF è un fattore di crescita pleiotropico, che media molte funzioni attraverso l’attivazione 
di specifici recettori espressi dalle cellule endoteliali. Originariamente, VEGF fu scoperto 
studiando le proprietà dei vasi tumorali, in ragione della sua attività più rapida e potente: 
l’induzione della permeabilità microvascolare.21 Perciò, venne inizialmente nominato VPF 
(Vascular Permeability Factor).  
Ad oggi, il VEGF rimane tra i più potenti agenti vasopermeabilizzanti noti, agendo a 
concentrazioni inferiori a 1 nmol/L e con una potenza 50.000 volte superiore a quella 
dell’istamina. L’aumento della permeabilità microvascolare, a livello delle venule post-
capillari e dei capillari, è la prima e più evidente attività biologica in vivo di VEGF.22 Questo 
rende ragione dell’attribuzione all’espressione di VEGF, da parte delle cellule neoplastiche, 
dell’iperpermeabilità dei vasi tumorali alle proteine plasmatiche, tra cui il fibrinogeno e altre 
proteine della coagulazione. Il sistema della coagulazione viene rapidamente attivato dal 
fattore tissutale e risulta nella deposizione extravascolare di fibrina nello stroma tumorale; a 
ciò consegue che la fibrina trasforma lo stroma, normalmente dotato di proprietà anti-
angiogeniche, in un microambiente fortemente pro-angiogenico, e, insieme alla perdita che 
si verifica a partire dai vasi linfatici, ritarda la clearance dell’edema, conducendo ad un 
aumento della pressione interstiziale, caratteristico nei tumori solidi.22  
Il meccanismo attraverso cui VEGF induce permeabilizzazione microvascolare non è stato 
ancora completamente chiarito. Secondo alcuni autori le macromolecole attraverserebbero 
l’endotelio per mezzo di una via cellulare trans-endoteliale coinvolgente organelli 
vescicolari indotti da VEGF.22 Secondo altri, VEGF indurrebbe una fenestrazione 
endoteliale in grado di fornire una via transcellulare addizionale per la fuoriuscita dai vasi 
dei soluti contenuti nel letto vascolare; altri ancora sostengono che VEGF porterebbe 
all’aumento di un flusso inter-endoteliale attraverso l’apertura di giunzioni fra cellule 
endoteliali adiacenti. Infine, alcune evidenze sostengono il ruolo di una via di segnalazione 
calcio-dipendente, coinvolgente l’NO (Nitric oxide), l’attivazione della via Akt e l’aumento 
del GMP ciclico nel determinare la permeabilità VEGF-indotta.23 
Oltre ad aumentare la permeabilità vascolare, VEGF provoca molti altri effetti sulle cellule 
endoteliali, che includono cambiamenti della morfologia cellulare, alterazioni del 
citoscheletro e stimolo alla migrazione e crescita cellulare. Inoltre, aumenta l’espressione di 
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molti geni, tra quelli codificanti fattori tissutali pro-coagulanti, proteine coinvolte nelle vie 
fibrinolitiche (urochinasi, attivatore tessuto-specifico del plasminogeno o tPA, inibitore del 
tPA-1, inibitore dell’urochinasi), metalloproteasi della matrice, GLUT-1 (Glucose 
transporter 1), NOS (Nitric Oxide Synthase), integrine ed un’ampia varietà di altre proteine 
mitogeniche.24  
VEGF inibisce in vitro l’apoptosi tramite l’attivazione della via PI3K-Akt e l’induzione 
dell’espressione di alcune proteine anti-apoptotiche, come bcl-2 e A1; inoltre, attiva la 
proteina FAK (Focal Adhesion Kinase) e le proteine associate, che mantengono attivo il 
segnale di sopravvivenza nelle cellule endoteliali.25 
L’inibizione di VEGF in vivo induce l’apoptosi nelle cellule vascolari della retina ancora 
immature (cioè senza copertura da parte dei periciti) e rallenta lo sviluppo della 
vascolarizzazione embrionale dei topi, senza influenzare tuttavia quella degli animali adulti. 
L’iniezione di VEGF esogeno salva le cellule vascolari retiniche immature dalla distruzione 
e la dipendenza da VEGF è dimostrata per le cellule della vascolarizzazione tumorale di 
nuova formazione, non in quella già formata. La perdita della dipendenza da VEGF nei vasi 
maturi è forse da mettere in relazione, almeno in parte, con la copertura delle cellule 
endoteliali da parte dei periciti. In questo modo, il trattamento di pazienti oncologici con 
farmaci inibenti la funzione di VEGF dovrebbe essere abbastanza specifico e colpire i vasi 
tumorali patologici, senza alterare gli altri.26 
VEGF è, inoltre, induttore della proliferazione secondo varie vie, attivate dalla stimolazione 
di VEGFR-2, che coinvolgono ERK 1 e 2 e JNK/SAPK (appartenenti al gruppo delle MAP 
chinasi).  
La degradazione della membrana basale è un processo necessario alla migrazione delle 
cellule endoteliali e pertanto rappresenta un passaggio essenziale nell’angiogenesi. Il VEGF 
induce la sintesi di una serie di enzimi e di proteine coinvolte nella degradazione, tra cui 
metallo-proteasi degradanti la matrice, metallo-proteasi interstiziali, collagenasi, serin-
proteasi, come uPA (urokynase-type Plasminogen Activator) e TTPA (Tissue-type 
Plasminogen Activator). L’attivazione di queste proteine porta alla costituzione di un 
microambiente pro-degradativo che facilita la migrazione e la gemmazione delle cellule 
endoteliali. Il VEGF promuove l’espressione del recettore dell’uPA sulle cellule endoteliali, 
mentre uPA, a sua volta, porta ad un’aumentata produzione di una serie di fattori 
angiogenici tra cui VEGF, determinando l’innesco di una sorta di sistema autocrino in 
loop.27  
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CENNI DI TERAPIA ANTI-ANGIOGENICA 
 
Il crescere delle conoscenze sul fenomeno angiogenico e, in particolare, l’individuazione 
della via di segnale mediata da VEGF come principale regolatore dell’angiogenesi hanno 
suscitato grande interesse ed aperto la strada a nuove prospettive nella terapia anti-tumorale. 
La dimostrazione che l’inibizione dell’attività biologica di un fattore angiogenico, di 
derivazione tumorale, potesse sopprimere la crescita neoplastica in vivo, risale a quasi 
vent’anni fa.28 In particolare, si osservò come il trattamento con anticorpi monoclonali 
specifici per VEGF inibisse in vivo la crescita di xenotrapianti di rabdomiosarcoma, 
glioblastoma multiforme o leiomiosarcoma umano.  
Diverse modalità di inibizione dell’angiogenesi sono state esplorate:29 anticorpi 
neutralizzanti VEGF e VEGFR, ed inibitori di tirosin-kinasi di VEGFRs. 
 
Bevacizumab 
Tra i farmaci anti-angiogenici sviluppati, il primo ad essere stato approvato dalla FDA 
(Food and Drug Administration), nel 2004, fu bevacizumab,30 anticorpo monoclonale 
ricombinante umanizzato anti-VEGF-A. Ad oggi è l’unico agente anti-angiogenico indicato 
nel trattamento del carcinoma colorettale metastatico, in combinazione con regimi 
chemioterapici comprendenti fluoropirimidine.  
Bevacizumab è stato sviluppato dall’anticorpo monoclonale murino anti-VEGF A4.6.1, che 
aveva mostrato un’ottima efficacia nel sopprimere la crescita di tumori xenotrapiantati in 
modelli animali.28, 31 Tuttavia il potenziale uso di A4.6.1, essendo una proteina esogena, era 
limitato nell’uomo a causa dell’elevato potere immunogeno. Per superare questa limitazione, 
l’anticorpo murino anti-VEGF è stato sottoposto ad un processo di umanizzazione, 
attraverso mutagenesi sito-diretta. Bevacizumab, che è per il 93% umano e per il restante 
7% murino, riconosce tutte le principali isoforme di VEGF con un’affinità di legame 
analoga a quella dell’anticorpo murino.32  
Bevacizumab si lega a VEGF, neutralizzandolo, ovvero impedendone il legame ai rispettivi 
recettori, espressi a livello endoteliale. Da ciò derivano effetti sulla vascolatura, tra cui i più 
significativi sono l’inibizione dell’angiogenesi e della rivascolarizzazione, la regressione e la 
normalizzazione della preesistente rete vascolare tumorale e l’inibizione del reclutamento di 
progenitori endoteliali di origine midollare.33 Normalizzando la rete vascolare tumorale 
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immatura, tortuosa ed irregolare, bevacizumab consente di ridurre la pressione interstiziale 
intratumorale. 
 
Un ampio numero di studi preclinici ha dimostrato che la terapia anti-angiogenica 
singolarmente può inibire la crescita di un’ampia gamma di linee cellulari di tumori umani 
trapiantati in topi nudi, seppur con un’attività citotossica modesta.28, 34-36 Questo dato 
emergeva dall’osservazione che la somministrazione di bevacizumab in linee cellulari 
tumorali aveva un effetto limitato sul loro tasso di proliferazione, a conferma di come 
l’effetto farmacodinamico primario di bevacizumab non riguardasse tanto la proliferazione 
delle cellule neoplastiche, quanto piuttosto quella delle cellule endoteliali.36, 37 In ambito 
preclinico, la combinazione di bevacizumab a chemioterapici convenzionali in linee cellulari 
di neoplasie umane trapiantate in topi nudi mostrava un’attività anti-tumorale maggiore 
rispetto alla monoterapia, sia a base di chemioterapico, sia a base di anti-angiogenico.37  
La dimostrazione, negli studi preclinici, che inibitori di VEGF e VEGFR in monoterapia 
fossero in grado di determinare una regressione tumorale poneva la domanda se, 
effettivamente, questi agenti fossero meramente citostatici.19  
In studi clinici di fase II, la percentuale di risposte obiettive a bevacizumab, somministrato 
in monoterapia era modesta,38, 39 suggerendo la possibilità di ottimizzare l’impiego degli 
anti-angiogenici affiancando a tali agenti una terapia citotossica, che agisse direttamente sul 
comparto delle cellule neoplastiche proliferanti. Questa ipotesi, assieme ai risultati degli 
studi preclinici circa l’uso di bevacizumab in combinazione a citotossici rispetto alla 
monochemioterapia e alla monoterapia con anti-VEGF, ha fornito il razionale per condurre 
studi clinici, in cui valutare se l’aggiunta di bevacizumab aumentasse l’efficacia della 
chemioterapia nel trattamento di diverse neoplasie solide, tra cui il carcinoma colorettale 
metastatico,40-43 il carcinoma polmonare non a piccole cellule avanzato44, 45, il carcinoma 
mammario metastatico.46-50  
I risultati dei sopracitati studi, preclinici e clinici, hanno fatto sorgere la questione di quali 
fossero i meccanismi responsabili del potenziamento dell’attività anti-tumorale, osservato 
combinando chemioterapici e bevacizumab. Ad oggi, la questione rimane ancora aperta.  
I vasi intratumorali di neoformazione sono anormali nella struttura e nella funzione: 
l’immaturità dei loro componenti di parete, l’irregolarità del loro profilo e del flusso ematico 
sono responsabili dello sviluppo di un microambiente, caratterizzato da ipertensione 
interstiziale, ipossia ed acidosi, che interferisce sulla chemiosensibilità delle cellule tumorali 
e costituisce una barriera al raggiungimento di concentrazioni efficaci dei chemioterapici. La 
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terapia anti-VEGF normalizza la vascolatura tumorale, diradando i vasi immaturi ed 
inefficienti e rimodellando i rimanenti, riducendo il diametro e la permeabilità vascolare, da 
cui la riduzione della pressione interstiziale e, di conseguenza, l’aumento della tensione 
dell’ossigeno e della penetrazione di chemioterapici. In effetti, in ambito clinico, il blocco di 
VEGF in pazienti con carcinoma rettale localmente avanzato, trattato con bevacizumab, 
risulta in cambiamenti morfologici dei vasi tumorali, miglioramento della loro funzionalità e 
aumento delle risposte alla chemioterapia.33  
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BEVACIZUMAB NEL CARCINOMA COLORETTALE METASTATICO 
  
Lo scenario delle possibili scelte terapeutiche nel carcinoma colorettale metastatico (mCRC) 
si è ampliato negli ultimi anni grazie allo sviluppo e alla successiva introduzione nella 
pratica clinica delle “targeted therapies”. Queste acquisizioni terapeutiche sono il frutto 
dell’evoluzione delle tecniche di biologia molecolare e della comprensione sempre più 
ampia delle complesse dinamiche della trasformazione cellulare. La crescente 
consapevolezza del tumore come “malattia genetica” e la caratterizzazione delle alterazioni 
molecolari responsabili della perdita del controllo proliferativo e differenziativo cellulare 
hanno fortemente incoraggiato la progettazione, lo sviluppo e la sperimentazione di farmaci 
a target molecolare specifico. Ad oggi hanno indicazione clinica farmaci in grado di 
interferire con due vie di segnale, determinanti nell’insorgenza e nell’evoluzione del CRC: 
quella neo-angiogenica, il cui principale attivatore è VEGF e verso cui è diretto l’anticorpo 
monoclonale bevacizumab e quella a valle del fattore di crescita epidermico (EGFR, 
Epidermal Growth Factor Receptor) con cui interferiscono gli anticorpi monoclonali 
cetuximab e panitumumab.  
Il carcinoma colorettale metastatico è una delle neoplasie riguardo cui si hanno più 
informazioni ed esperienze cliniche riguardo l’uso di bevacizumab.  
Lo studio di fase III randomizzato AVF210740 ha portato alla registrazione di bevacizumab 
nel trattamento del carcinoma colorettale metastatico, da parte della US Food and Drug 
Administration (FDA) nel febbraio 2004 e, successivamente, dalla European Medicine 
Agency (EMA) nel gennaio 2005.  
Nell’ambito dello studio, 813 pazienti affetti da carcinoma colorettale metastatico non 
precedentemente trattato sono stati randomizzati a ricevere lo schema chemioterapico a base 
di 5-fluorouracile e irinotecano (IFL) in associazione a bevacizumab o IFL associato a 
placebo. Il disegno iniziale dello studio prevedeva un ulteriore braccio di randomizzazione 
(5FU/LV e bevacizumab), bloccato dopo l’arruolamento di 313 pazienti (circa 100 pazienti 
per braccio), alla prima analisi formale ad interim che considerava accettabile il profilo di 
safety del regime IFL e bevacizumab. L’aggiunta di bevacizumab ha prodotto rispetto al 
placebo risultati significativamente superiori in termini di risposte obiettive (RR: 44.8% 
versus 34.8%; p=0.004), sopravvivenza libera da progressione (mPFS: 10.6 versus 6.2 mesi; 
p<0.001; HR=0.54) e sopravvivenza globale (mOS: 20.3 versus 15.6 mesi; p<0.001; 
HR=0.66).40 
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Uno studio di fase II randomizzato ha arruolato 209 pazienti con mCRC, non candidati 
ottimali per un trattamento a base di irinotecano, confrontando l’associazione di 
bevacizumab e 5FU/LV con lo stesso regime chemioterapico senza l’anti-VEGF. La 
combinazione di bevacizumab e 5FU/LV permetteva di ottenere una PFS mediana di 9.2 
versus 5.5 mesi (HR: 0.50; p=0.0002), un RR di 26.6% versus 15.2%, ai limiti della 
significatività (p=0.055), ed un trend positivo, ma non significativo, di OS mediana di 16.6 
versus 12.9 mesi (HR: 0.79; p=0.16).59 Un precedente studio di fase II,60 condotto dallo 
stesso gruppo, aveva randomizzato 104 pazienti, non pretrattati, nei tre seguenti bracci: un 
braccio di controllo ricevente 5FU/LV in bolo e due bracci sperimentali, riceventi 5FU/LV e 
bevacizumab rispettivamente a 5 mg/Kg q14 e a 10 mg/Kg q14. I risultati evidenziavano un 
vantaggio significativo in RR (40% versus 17%; p=0.029) ed un trend positivo in OS 
mediana (21.5 versus 13.8 mesi; p=0.137) per il braccio comprendente bevacizumab a basse 
dosi, rispetto al braccio controllo. L’aumento di dose dell’anti-VEGF non si è rivelato utile 
ad incrementare l’efficacia del trattamento (RR: 24% versus 17%; p=0.434 e mOS: 16.1 
versus 13.8 mesi; p=0.582, rispettivamente nel braccio controllo e braccio con bevacizumab 
ad alte dosi). 
L’analisi combinata dei tre studi randomizzati sopracitati ha posto a confronto un gruppo di 
pazienti trattati con la combinazione di bevacizumab (5 mg/Kg q14) e 5FU/LV e un gruppo 
di controllo combinato costituito da pazienti trattati con sola chemioterapia (5FU/LV o IFL). 
L’indagine ha condotto alla conclusione che bevacizumab ha dimostrato attività e efficacia 
in combinazione alla chemioterapia 5FU/LV in pazienti con carcinoma colorettale 
metastatico, determinando un beneficio clinico significativo, rispetto alla sola 
chemioterapia, in termini di OS mediana (17.9 versus 14.6 mesi; HR:0.74; p=0.008), RR 
(34.1% versus 24.5%, p=0.019) e PFS mediana (8.8 versus 5.6 mesi; HR:0.63; p<0.001).61 
L’inclusione nel gruppo di controllo di pazienti trattati con IFL, sebbene statisticamente 
conservativa, potrebbe avere in parte sottostimato l’effettivo beneficio derivato dall’aggiunta 
di bevacizumab a 5FU/LV. 
Con l’obiettivo di definire il migliore regime chemioterapico di associazione di 
fluoropirimidine (5FU e capecitabina) ed irinotecano, è stato condotto uno studio in cui sono 
stati randomizzati 430 pazienti non precedentemente trattati per malattia avanzata a ricevere 
il regime FOLFIRI (irinotecano e 5FU/LV infusionale; n=144), mIFL (irinotecano e 
5FU/LV in bolo; n=141) o CapeIri (irinotecano e capecitabina; n=145). In seguito 
all’approvazione di bevacizumab, il protocollo dello studio è stato modificato e sono stati 
randomizzati altri 117 pazienti in due bracci, di cui il primo di 57 pazienti trattato con 
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FOLFIRI più bevacizumab ed il secondo di 60 pazienti trattati con mIFL più bevacizumab. 
L’arruolamento nel braccio con CapeIRI è stato interrotto a causa dell’alto tasso di diarrea 
severa. Questo lavoro ha dimostrato la superiorità dello schema infusionale (FOLFIRI) 
rispetto al regime mIFL, entrambi senza aggiunta di bevacizumab, in termini di PFS (7.6 
versus 5.9 mesi; p=0.004; HR=1.51). Inoltre, il braccio trattato con FOLFIRI e bevacizumab 
riportava una mOS significativamente superiore rispetto al braccio mIFL più bevacizumab 
(28.0 versus 19.2 mesi; p=0.037; HR=1.79), confermando che la combinazione di 5FU 
infusionale ed irinotecano, rispetto a quella con 5FU in bolo, rappresenta la schedula più 
efficace e meno tossica per l’associazione con l’anticorpo anti-VEGF.62, 63 
L’associazione di bevacizumab a regimi contenenti oxaliplatino in prima linea è stata 
valutata nello studio NO16966,42 in cui 1401 pazienti sono stati randomizzati a ricevere 
capecitabina e oxaliplatino (XELOX) o 5FU/LV e oxaliplatino (FOLFOX) più  
bevacizumab o placebo. La PFS mediana, obiettivo primario dello studio, nel gruppo di 
pazienti trattati con bevacizumab è stata di 9.4 versus 8.0 mesi nei pazienti che avevano 
ricevuto il placebo (HR=0.83, 97.5% CI 0.72-0.95; p=0.0023), mentre la differenza in 
termini di sopravvivenza globale non ha raggiunto la significatività statistica (21.3 versus 
19.9 mesi, HR=0.89, 97.5% CI 0.76-1.03, p=0.077). I tassi di risposta sono risultati 
sovrapponibili nei due bracci di trattamento (47% versus 49%, p=0.31). L’effetto di 
bevacizumab è sembrato meno rilevante rispetto a quanto atteso dopo i dati dello studio 
AVF210740, aprendo nuovi interrogativi sul miglior partner chemioterapico da associare a 
bevacizumab. Gli autori indicavano come possibile spiegazione di tale discrepanza la 
frequente interruzione del trattamento con anti-VEGF e chemioterapia, prima della 
progressione di malattia, nella maggioranza dei casi per cause diverse da tossicità riferibili a 
bevacizumab.  
L’efficacia di bevacizumab nel carcinoma colorettale metastatico in linee di trattamento 
successive alla prima è stata dimostrata dallo studio ECOG 3200,66 condotto su pazienti che 
avevano già ricevuto lo schema FOLFIRI in prima linea. Dei tre bracci dello studio, quello 
in cui bevacizumab era somministrato in monoterapia è stato precocemente chiuso, per la 
netta evidenza di scarsa attività. Il regime di combinazione FOLFOX-4 (5FU/LV e 
oxaliplatino) più bevacizumab si è dimostrato, invece, superiore al solo FOLFOX-4, in 
termini di PFS mediana (7.4 versus 5.5 mesi; p=0.0003) e di OS mediana (12.5 versus 10.7 
mesi; p=0.0024), a prezzo di una tossicità lievemente maggiore e limitata alle reazioni 
avverse attribuibili a bevacizumab. 
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Due ampi studi osservazionali (fase IV), BEAT67 e BRiTE68 (“Bevacizumab Expanded 
Access Trial” e “Bevacizumab Regimens Investigation of Treatmente Effects and Safety”), 
hanno arruolato ciascuno circa 2000 pazienti, trattati con bevacizumab in associazione a 
FOLFOX, FOLFIRI, XELOX o fluoropirimidine in monoterapia, ed hanno dimostrato che 
l’aggiunta dell’anticorpo anti-VEGF alla chemioterapia è praticabile e sicura (obiettivo 
primario degli studi) ed è associata ad ottimi risultati in termini di PFS e OS mediana, 
obiettivi secondari.  
Nello studio BEAT sono stati registrati su larga scala, le reazioni avverse di grado 3-4 legate 
alla terapia con bevacizumab, quali il sanguinamento (3%), la perforazione gastrointestinale 
(2%), l’ipertensione (5.3%), la proteinuria (1%), le complicanze nella guarigione delle ferite 
(1%), emerse anche in altri studi, ma con minore incidenza. Quanto all’efficacia, sono state 
osservate una PFS mediana di 10.8 mesi e un’OS mediana di 22.7 mesi.  
Lo studio BRiTE, in aggiunta a quanto verificato nello studio BEAT, ha analizzato 
retrospettivamente l’outcome di pazienti con carcinoma colorettale metastatico dopo la 
prima linea di trattamento. In particolare, i dati di OS sono stati analizzati e confrontati 
distinguendo i pazienti in tre gruppi: i) non trattati; ii) trattati con CT; iii) trattati con 
bevacizumab. Nei tre gruppi, l’OS mediana è stata rispettivamente di 12.6, 19.9 e 31.8 mesi. 
Riguardo agli effetti avversi, tromboembolie arteriose, sanguinamenti di grado 3-4 e 
perforazioni gastrointestinali sono stati osservati con incidenza simile nei tre gruppi, con 
maggiore incidenza di ipertensione arteriosa nei pazienti del terzo gruppo.  
In una recente metanalisi,69 è stato ipotizzato che, in trattamenti di prima linea, il vantaggio 
derivato dall’aggiunta di bevacizumab a chemioterapia (IFL, FOLFOX, XELOX, 5FU/LV), 
in termini di PFS ed OS (aumento del 17.1% e 8.6%, rispettivamente), a confronto con la 
sola chemioterapia, possa dipendere, in misura variabile, dallo schema di citotossici 
combinato. Inoltre, la metanalisi sottolinea come il fatto che bevacizumab non sembri 
consentire un maggiore tasso di risposte, nonostante si osservi un trend ai limiti della 
significatività (p=0.085), non sia tanto sorprendente, in quanto è noto che la riduzione 
dimensionale delle lesioni tumorali  rappresenti un parametro inappropriato per apprezzare il 
beneficio derivato da farmaci anti-angiogenici, ad azione citostatica più che citotossica. 
Infatti, questi agenti sono in grado di determinare un controllo di malattia clinicamente 
significativo, che si traduce in un miglioramento della sopravvivenza, sebbene non determini 
un’evidente downsizing tumorale.  
L’uso di bevacizumab in associazione a chemioterapia migliora l’efficacia del trattamento 
nella popolazione complessiva di pazienti. Tuttavia è ipotizzabile che l’entità del beneficio 
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possa essere aumentata da una più accurata selezione dei pazienti, attraverso 
l’identificazione di predittori molecolari di beneficio dai farmaci anti-angiogenici. 
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CAPITOLO 2. ATTUALITÀ DELLA RICERCA FARMACOGENETICA 
TRASLAZIONALE NELLA TERAPIA ANTI-ANGIOGENICA 
 
I dati ad oggi disponibili riguardo all’impiego di bevacizumab nella pratica derivano da studi 
condotti su pazienti arruolati esclusivamente in base a criteri clinici e perché il suo indice 
terapeutico e il rapporto costo/benefici del suo utilizzo sia massimizzato è necessario 
identificare fattori che possano raffinare la selezione di pazienti potenziali beneficiari della 
terapia anti-angiogenica. Questo obiettivo rientra nella sempre più ampia consapevolezza 
della centralità della personalizzazione delle cure. L’identificazione di fattori predittivi di 
efficacia, tossicità e resistenza a bevacizumab ottimizzarebbe la gestione clinica del paziente 
e potrebbe, inoltre, contribuire ad una più raffinata conoscenza del meccanismo d’azione 
dell’anticorpo anti-VEGF. Un contributo importante in questo senso, è atteso dalla ricerca 
traslazionale. 
 
STUDIO DEI POLIMORFISMI DEL GENE VEGF 
 
È noto come il gene VEGF sia altamente polimorfico e numerosi studi hanno dimostrato che 
alcuni polimorfismi ne possono modulare l’espressione, modificando significativamente i 
livelli plasmatici della proteina. La genotipizzazione di VEGF risulta vantaggiosa rispetto al 
dosaggio delle concentrazioni plasmatiche della proteina: il genotipo ha una natura statica 
rispetto alla variabilità dei livelli circolanti di VEGF, che sono invece condizionati da 
numerosi altri fattori ed inoltre la determinazione di un dato genotipo non pone particolari 
problemi metodologici né la necessità di stabilire particolari valori di cut-off essendo 
un’analisi prettamente qualitativa. 
È stato ipotizzato che modifiche nella sequenza genica di VEGF potrebbero rendere lo 
stroma tumorale indipendente o scarsamente dipendente dalla via di segnale di VEGF e la 
malattia poco sensibile alla sua inibizione.70 
 
I polimorfismi sono variazioni della sequenza del DNA, che differiscono dalle mutazioni 
geniche in quanto sono presenti nella popolazione sana e hanno una frequenza maggiore 
all’1%. Circa il 90% dei polimorfismi del DNA sono polimorfismi a singolo nucleotide 
(SNP, single nucleotide polymorphism), dovuto alla sostituzione di una singola base; altri 
comprendono polimorfismi inserzione/delezione e polimorfismi microsatelliti e 
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minisatellite. Sebbene molti polimorfismi sono funzionalmente nuetri, alcuni hanno effetti 
sulla regolazione dell’espressione genica o sulla funzione della proteina codificata. Questi 
polimorfismi funzionali, nonostante siano a bassa penetranza, possono contribuire 
significativamente a differenze interindividuali nella suscettibilità e severità delle patologie. 
Alcuni di essi, singolarmente, in combinazione o interagendo con fattori ambientali, possono 
influenzare il fenotipo angiogenico, il rischio oncologico e l’aggressività biologica di una 
neoplasia.71 La definizione del ruolo di polimorfismi a carico di geni codificanti mediatori 
angiogenici che condizionino la suscettibilità e/o la biologia del tumore può migliorare la 
nostra conoscenza dell’angiogenesi, contribuire alla stratificazione del rischio ed orientare la 
ricerca e l’uso di nuove strategie terapeutiche.  
 
Caratterizzazione funzionale dei polimorfismi di VEGF 
Sulla base di numerosi dati che suggerivano significative differenze interindividuali nei 
livelli plasmatici di VEGF,72-74 sono stati condotti i primi studi con l’obiettivo di stimare la 
variabilità genetica nel gene VEGF e di determinare come quest’ultima potesse influenzare 
l’espressione della proteina.  
Tra queste prime esperienze, l’analisi del promotore e della regione 5’UTR (5’-untranslated 
region) ha portato all’identificazione di alcuni loci polimorfici, la maggioranza dei quali 
dovuti a sostituzioni di singola base (SNPs).75 Cellule ematiche mononucleate periferiche di 
soggetti sani sono state poste in coltura e stimolate con LPS (lipopolisaccaride) o con ioni di 
cobalto e sono stati misurati nel sopranatante i livelli di VEGF, successivamente 
genotipizzato. Tra i polimorfismi identificati, l’unico per il quale si è riscontrata una 
correlazione tra genotipo e produzione di VEGF LPS-stimolata è stato VEGF +405 C/G: 
produzioni decrescenti sono state osservate per i genotipi G/G, G/C e C/C. Questo dato è 
stato confermato, successivamente, in uno studio che si proponeva di valutare se e come i 
polimorfismi di VEGF influenzassero l’espressione genica e l’attività angiogenica, in 
termini di densità microvascolare, in pazienti con carcinoma del polmone non a piccole 
cellule.76 Dall’analisi emergeva che il genotipo VEGF +405 G/G era correlato ad una ridotta 
espressione di VEGF e densità microvascolare, quando confrontato ai genotipi G/C e C/C. 
E’ stato ipotizzato che questa correlazione sia da riferire al fatto che la presenza dell'allele C 
possa alterare il sito di legame della proteina mieloide zinc finger (MZF1, myeloid zinc 
finger protein-1), che funziona da fattore trascrizionale durante la mielopoiesi,77 da cui una 
riduzione della trascrizione genica e della produzione di VEGF.  
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Un altro studio ha analizzato la regione 3’UTR (3’-untranslated region) del gene VEGF,78 
portando all’identificazione di tre loci polimorfici: +702 C/T, +936 C/T e +1612 G/A. I 
livelli plasmatici di VEGF sono risultati significativamente inferiori nei soggetti sani 
portatori dell’allele T del polimorfismo VEGF +936 C/T, rispetto ai non portatori, mentre 
per i polimorfismi +702 C/T e +1612 G/A non si è osservato alcun impatto sulla produzione 
di VEGF. La presenza del polimorfismo VEGF +936 C/T è stata ipotizzata determinare la 
perdita di un sito di legame per il fattore trascrizionale AP-4 (Activator Protein-4), non 
meglio caratterizzato.  
Uno studio che si proponeva di valutare se variazioni nell’espressione genica di VEGF 
influissero nello sviluppo del rigetto acuto di trapianto renale,79 mediante la promozione 
della adesione e della migrazione di leucociti attraverso l’endotelio, ha condotto 
all’identificazione e alla caratterizzazione funzionale di altri due SNPs di VEGF. Gli SNPs 
in questione, VEGF -1154 G/A e VEGF -2578 C/A, hanno mostrato una relazione con il 
rischio di rigetto; in particolare, i genotipi omozigoti VEGF -1154 G/G e VEGF -2578 C/C 
sono risultati associati ad un rischio maggiore rispetto agli eterozigoti. Al fine di definire il 
ruolo funzionale di questi polimorfismi, è stata valutata la produzione di VEGF da parte di 
cellule ematiche mononucleate periferiche di volontari sani: omozigoti VEGF -1154  G/G e 
VEGF -2578 C/C sono associati ad una produzione maggiore di VEGF.  
All’analisi degli aplotipi, la combinazione di varianti alleliche più comune nella popolazione 
normale risultava -1498C/+405G.75 L’impatto di questo aplotipo sulla trascrizione basale e 
stimolata di VEGF è stato valutato usando linee cellulari MCF7 di carcinoma mammario 
umano.80 Confrontato con la sequenza wild-type, l’aplotipo             -1498C/+405G risulta 
associato ad un incremento dell’attività del promotore del 71%, probabilmente da ricondurre 
alla presenza dell’allele +405G. 
 
Ruolo prognostico e predittivo dei polimorfismi di VEGF 
Da ciò è emerso, inoltre, la possibilità di stimare la correlazione tra alcuni loci polimorfici di 
VEGF e il rischio di sviluppare neoplasie. Gli studi condotti in questa direzione hanno 
generato, complessivamente, risultati molto eterogenei,81-85 in quanto frequentemente le 
interazioni gene-gene e gene-ambiente sono state trascurate, importanti variabili genetiche e 
cliniche sono state omesse nell’analisi multivariata, la selezione degli SNPs è stata, in molte 
occasioni, inconsistente e raramente basata su caratteri funzionali, la valutazione di molti 
SNPs è stata effettuata senza adeguate correzioni con multiple testing e spesso il fenotipo 
non era chiaramente definito, tralasciando variabili confondenti. Tutto ciò ha reso 
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difficoltosa la determinazione di una vera rilevanza clinica della variabilità genetica di 
VEGF.86 
Il passo successivo è stata la valutazione del significato prognostico ed eventualmente 
predittivo di alcuni polimorfismi di VEGF. 
In uno studio condotto su campioni di tumore del polmone non a piccole cellule,76 
provenienti da 36 pazienti, 3 polimorfismi di VEGF (-2578 C/A; +405 G/C e -1154 G/A) 
sono stati correlati con l’espressione di VEGF nelle cellule neoplastiche, esaminata con 
tecniche di immunistochimica, e con l’attività angiogenica tumorale, stimata sulla base della 
densità microvascolare. Il genotipo VEGF -1154 A/A è risultato associato ad una bassa 
espressione di VEGF ed a scarsa densità microvascolare, se comparato al genotipo G/G; lo 
stesso risultato per il genotipo VEGF -2578 C/C rispetto a C/A e per il genotipo VEGF +405 
G/G rispetto a G/C. In assenza della valutazione di un’eventuale associazione di questi 
polimorfismi con l’outcome dei pazienti, tali dati lasciano aperta la questione se i 
polimorfismi risultati associati a minore espressione di VEGF e densità microvascolare 
siano effettivamente correlati ad una biologia tumorale meno aggressiva.  
Gli stessi polimorfismi (VEGF -2578 C/A; +405 G/C e -1154 G/A) sono stati studiati in 
un'altra indagine al fine di valutarne il ruolo prognostico in una coorte di 563 pazienti con 
carcinoma ovarico.87 Nessuno tra gli SNPs presentava una significatività statistica nel 
predire l’outcome di tali pazienti, né all’analisi univariata, né a quella multivariata. 
L’impatto di altri polimorfismi di VEGF sulla prognosi è stato poi studiato in una coorte di 
500 pazienti con carcinoma gastrico, trattato nella maggior parte dei casi con resezione 
gastrica e dissezione linfonodale, solo in una minoranza di casi con gastrectomia palliativa.88 
Dei 4 polimorfismi di VEGF in questione (-1498 C/T; -116 C/A; +405 G/C e +936 C/T), 
analizzati su DNA proveniente dai campioni istologici del tumore, solo uno, VEGF +936 
C/T, mostrava una significativa associazione con la prognosi: il genotipo T/T presentava una 
peggiore OS rispetto al genotipo C/C (HR: 3.23; 95% CI 1.13-9.25; p=0.037), da ricondurre 
alla correlazione con una maggiore frequenza di malattia metastatica (p=0.0035).89 
Considerando solo pazienti con carcinoma gastrico in stadio 0 o I, all’analisi multivariata, 
l’OS e la PFS nei portatori del genotipo VEGF -1498 C/T o C/C erano peggiori rispetto a 
quelle dei portatori del genotipo T/T (OS, HR: 3.96, 95% CI, 1.08-14.52, p=0.038; PFS, HR: 
4.87, 95 CI, 1.36-17.43; p=0.015), mentre gli altri polimorfismi non avevano alcun effetto 
sulla sopravvivenza. Il presente studio dimostrava, quindi, che alcuni polimorfismi di VEGF 
sono fattori prognostici indipendenti nel carcinoma gastrico, quindi potenziali elementi per 
la stratificazione dei pazienti in base al rischio. 
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Esperienze per valutare il significato prognostico di SNP di VEGF sono state condotte anche 
nella neoplasia polmonare in stadio precoce (I e II). In uno studio, tre polimorfismi di VEGF 
(VEGF +936 C/T, -1498 T/C e +405 G/C) sono stati tipizzati su DNA da cellule ematiche 
periferiche di pazienti con carcinoma polmonare non a piccole cellule in stadio I e II.90 Ne è 
emerso che pazienti portatori della variante allelica C del polimorfismo VEGF +405 hanno 
una sopravvivenza significativamente migliore (HR=0.70; 95% CI 0.54 to 0.91; p=0.008): la 
sopravvivenza a 5 anni per questi pazienti è 61% (95% CI, 54-67%) rispetto a 51% (95% CI, 
43-59%) dei portatori della variante allelica G. Inoltre, è stata osservata una migliore 
sopravvivenza, seppur non significativa, tra i pazienti portatori della variante T del 
polimorfismo VEGF -936 C/T (adjusted HR=0.73; 95% CI 0.52-1.03; p=0.07). Nessuna 
associazione significativa è stata riscontrata per il polimorfismo VEGF -1498 C/T. 
Recentemente è stato valutato, in modo retrospettivo, il ruolo predittivo e prognostico di 
alcuni polimorfismi di VEGF nell’ambito dello studio di fase III ECOG2100,91 in cui 
pazienti con carcinoma della mammella metastatico sono state randomizzate a ricevere 
paclitaxel con o senza bevacizumab. L’analisi post-hoc di alcune determinanti geniche, 
condotte su campioni tumorali, ha evidenziato nel braccio trattato con bevacizumab una 
significativa associazione del genotipo VEGF -2578 A/A con una migliore OS, rispetto alle 
varianti dello stesso polimorfismo comprendenti almeno un allele C (HR=0.58, 95% CI 
0.36-0.93, p=0.023). Inoltre è emerso come ogni allele A sembri esercitare un effetto 
additivo nel miglioramento della sopravvivenza: i soggetti con genotipo -1154 G/G hanno 
mostrato un’OS di 22.3 mesi, quelli con genotipo -1154 G/A di 29.8 mesi e quelli con -1154 
A/A di 46.5 mesi (HR=0.62, 95% CI 0.46-0.83, p=0.001). Gli stessi autori hanno 
successivamente riportato come il test di interazione, strumento in grado di definire 
statisticamente quanto l’impatto del determinante genetico sull’outcome sia effettivamente 
legato al trattamento, in questo caso a bevacizumab, sia significativo per quanto riguarda 
l’impatto del polimorfismo VEGF -1154 A/A (p=0.02), ma non per quello del polimorfismo 
VEGF -2578 A/C. Questo è il primo studio che ha identificato alcuni polimorfismi di VEGF 
come potenziali marcatori predittivi della risposta alla terapia con bevacizumab in 
combinazione a chemioterapia. 
In uno studio di fase II condotto su 70 pazienti affette da carcinoma ovarico recidivato,92 in 
trattamento con ciclofosfamide e bevacizumab, sono stati analizzati i polimorfismi +405 
C/G e +936 C/T di VEGF. In questo studio è stato riscontrato un trend verso la 
significatività statistica per la correlazione tra il polimorfismo VEGF +936 C/T e la PFS che 
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è risultata di 11.8, 5.5 e 3.2 mesi nei pazienti con genotipo +936 C/T, C/C e T/T 
rispettivamente (p=0.06).  
Da quanto sopra riportato, emerge come ad oggi esistono numerose ipotesi circa il possibile 
ruolo prognostico o predittivo dei polimorfismi di VEGF in differenti neoplasie sebbene i 
risultati non siano univoci e nessuno studio abbia portato ad una validazione prospettica 
delle evidenze preliminarmente prodotte. 
 
Con particolare riguardo al carcinoma colorettale, i primi studi dei polimorfismi di VEGF 
sono stati condotti allo scopo di valutarne l’impatto prognostico, con l’intento di poter così 
disporre di uno strumento di supporto per stratificare i pazienti in base al rischio e per 
meglio orientare le scelte terapeutiche.  
Tra queste prime esperienze, uno studio ha valutato l’effetto di tre polimorfismi di VEGF 
sulla prognosi di un’ampia popolazione di pazienti con carcinoma colorettale (stadio I-IV), 
resecato chirurgicamente.93 È stata eseguita la genotipizzazione di DNA di origine tumorale, 
estratto da campioni tissutali di 445 pazienti, per i polimorfismi VEGF -2578 C/A, +405 
G/C e +936 C/T. All’analisi multivariata, i genotipi G/C e C/C del polimorfismo VEGF 
+405 sono correlati a migliori OS e PFS, se confrontati al genotipo G/G (genotipo G/C, OS: 
HR=0.158; p<0.001; PFS: HR=0.544; p=0.009; genotipo C/C, OS: HR=0.188; p<0.001, 
PFS: HR=0.526; p=0.022); per quanto riguarda il polimorfismo VEGF +936 C/T, la 
sopravvivenza di pazienti portatori il genotipo C/T o T/T è risultata significativamente 
peggiore rispetto a quella dei portatori del genotipo C/C (genotipo C/T, OS: HR=12.809; 
p<0.001, PFS: HR=3.492; p<0.001; genotipo T/T, OS: HR=37.260; p<0.001, PFS: 
HR=3.221; p=0.001). Per i risultati questo studio è stato ipotizzato che i polimorfismi VEGF 
+936 C/T e +405 G/C possano rappresentare fattori prognostici indipendenti nella malattia 
radicalmente operata. 
In ragione della loro frequenza e del fatto che precedentemente fossero stati descritti come 
polimorfismi funzionali con influenza sulla prognosi di diverse neoplasie, gli SNPs VEGF -
2578 C/A, -1498 C/T, +405 G/C e +936 C/T sono stati analizzati in un altro studio come 
potenziali predittori di risposta al trattamento di prima linea con capecitabina e oxaliplatino 
(XELOX) in pazienti con mCRC.94 Il razionale di questa indagine risiede nell’ipotesi 
secondo cui SNPs del gene VEGF, modificando in modo non ben definito la produzione e 
l’attività della proteina, quindi, conseguentemente, la morfologia e la funzionalità delle rete 
vascolare tumorale, possono influenzare la disponibilità dei chemioterapici a livello delle 
cellule neoplastiche. La popolazione in studio era costituita da 72 pazienti, con diagnosi di 
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mCRC, trattati in prima linea con oxaliplatino e capecitabina. I polimorfismi sono stati 
analizzati su DNA genomico estratto da sangue intero periferico. L’attività ed efficacia del 
trattamento sono risultati in linea con dati di precedenti studi (RR: 42% e mPFS: 6.9 mesi).42 
Per la prima volta, è stata identificata una correlazione tra SNPs di VEGF e risposta alla 
chemioterapia (XELOX) in pazienti con mCRC. Infatti, è stato osservato che i genotipi 
VEGF -2578 C/A, -1498 C/T e +405 G/C risultavano associati, in modo statisticamente 
significativo, ad un inferiore tasso di risposte rispetto ai corrispondenti genotipi omozigoti 
(RR: VEGF -2578 C/A versus A/A+C/C, p<0.01; VEGF -1498 C/T versus C/C+T/T, 
p=0.01; VEGF +405 G/C versus C/C+G/G, p=0.03). A spiegazione di questi risultati, gli 
autori hanno formulato l’ipotesi secondo cui i genotipi VEGF -2578 C/A, -1498 C/T e +405 
G/C determinino cambiamenti conformazionali di VEGF, da cui una minore attività e 
capacità di legame della proteina ai recettori specifici. Il minore tasso di risposte nei pazienti 
portatori dei genotipi VEGF -2578 C/A e +405 G/C si traduce in significative differenze in 
termini di PFS (PFS: VEGF -2578 C/A versus A/A+C/C, HR=1.74; p=0.02; VEGF +405 
G/C versus C/C+G/G, HR=1.65; p=0.04); lo stesso dato non è confermato per il 
polimorfismo VEGF -1498 C/T. 
Lo studio dei polimorfismi di VEGF come fattori predittivi di efficacia del trattamento anti-
angiogenico con bevacizumab, in combinazione a chemioterapia, in pazienti con mCRC è 
stato affrontato recentemente in due studi.95, 96 Nel primo studio, l’obiettivo primario era 
quello di valutare il valore predittivo di alcuni SNPs di VEGF circa l’efficacia di 
bevacizumab, quindi la loro relazione con la PFS. Obiettivi secondari erano la relazione tra 
le varianti geniche di VEGF ed il tasso di risposte (RR) e la sopravvivenza (OS). Lo studio 
ha arruolato 40 pazienti con mCRC trattati in prima linea secondo schema FOLFIRI e 
bevacizumab. La genotipizzazione di VEGF è stata eseguita su DNA estratto da sangue 
intero periferico. I polimorfismi di VEGF in studio erano i seguenti: -2578 C/A, -1512 18 bp 
insertion→deletion, -1451 T/C, -1411 4G/5G, -1498 C/T, -152 G/A, -1154 G/A e +405 G/C. 
In particolare, gli SNPs VEGF -2578, -1512, -1451, -1411 e -1498, essendo in completo 
linkage disequilibrium (associazione statistica tra specifici alleli relativi a più loci, che 
costituiscono un aplotipo ancestrale), sono stati analizzati come aplotipo (Haplo1 e Haplo2), 
per la loro associazione con l’outcome clinico (Haplo1 per la combinazione A-18 bp 
insertion-T-4 G-C e Haplo2 per la combinazione C-18 bp deletion-C-5 G-T). All’analisi 
circa la relazione tra SNPs e PFS è emerso che i 17 pazienti omozigoti per Haplo2 
presentano una mPFS più breve rispetto a quella dei restanti 23 pazienti (3 pazienti 
omozigoti per Haplo1 e 20 eterozigoti Haplo1/Haplo2), con una mPFS di 9 versus 15.4 
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mesi, rispettivamente (p=0.02, HR: 2.64, 95% CI, 1.13-6.16). I polimorfismi VEGF -1512 
(G/G versus G/A+A/A) e -1154 (G/G versus G/A+A/A) risultano significativamente 
associati alla PFS, con una mPFS di 8.9 versus 15.4 mesi (p=0.007, HR: 3.53, 95% CI=1.40-
8.86) e 9.8 versus 16 mesi (p=0.03, HR: 2.32; 95% CI, 1.08-5.01), rispettivamente, mentre il 
polimorfismo VEGF +405 G/C non si è osservato influenzare, in modo statisticamente 
significativo, la PFS, con una mPFS di 13.6, 14 e 9.3 mesi per i genotipi C/C, C/G e G/G, 
rispettivamente (p=0.83). All’analisi multivariata, i polimorfismi di VEGF che erano risultati 
significativamente associati alla PFS sono stati valutati insieme ad altre covariate (LDH, 
conta leucocitaria, fosfatasi alcalina e Ca19.9), di cui precedentemente è stato documentato 
il ruolo prognostico in pazienti con mCRC, in trattamento di prima linea con 
chemioterapia.97, 98 Solo lo SNP VEGF -1154 G/A è risultato correlato alla PFS, in modo 
indipendente, con il genotipo G/G che conferisce un rischio, quattro volte maggiore, di 
progressione precoce, rispetto agli altri due genotipi, G/G+A/A (HR: 4.43; 95% CI, 1.28-
15.36; p=0.02). Per quanto riguarda gli obiettivi secondari dello studio, si è osservato che 
nessuno dei polimorfismi in studio era in relazione con l’OS. Questo studio trova comunque 
grossi limiti nella scarsa numerosità campionaria, nel disegno non-randomizzato e 
nell’assenza di una popolazione di controllo; tutti questi fattori rendono impossibile stimare 
un effetto predittivo di beneficio da bevacizumab piuttosto che un valore semplicemente 
prognostico. 
 
Ulteriori dati preliminari provengono da un secondo studio, più ampio, in cui 209 pazienti 
con mCRC randomizzati a ricevere in prima linea XELIRI/bevacizumab o 
FOLFIRI/bevacizumab,96 sono stati genotipizzati per quattro polimorfismi di VEGF (+405 
G/C, +936 C/T, -1154 G/A e -2578 C/A). Tutti gli SNPs candidati sono stati valutati per 
l’associazione con il RR, la PFS e l’OS. Tra le due coorti non sono state rilevate 
significative differenze nella distribuzione dei polimorfismi. Dallo studio è emerso che il 
genotipo C/C del polimorfismo VEGF -2578 è associato ad un’OS mediana inferiore, 
rispetto a quella dei genotipi A/A (HR=1.953; 95% CI:1.153-3.310; p=0.013) e C/A 
(HR=1.627; 95% CI:1.078-2.453; p=0.02); pazienti portatori del genotipo G/G del 
polimorfismo VEGF -1154 hanno una significativamente peggiore OS mediana rispetto ai 
portatori del genotipo G/A (HR=1.681; 95% CI:1.140-2.479; p=0.009) o dei genotipi A/A e 
G/A combinati (HR=1.665; 95% CI:1.160-2.391; p=0.006). Il genotipo G/A del 
polimorfismo VEGF -1154 è associato significativamente ad una PFS superiore rispetto al 
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genotipo A/A (HR: 0.608; 95% CI: 0.373-0.990; p=0.046). Dalle analisi, non emerge alcun 
impatto dei polimorfismi in questione sul tasso di risposte.  
 
Come già accennato in precedenza l’insieme di questi studi testimonia una forte attenzione 
dei ricercatori allo studio dei polimorfismi di VEGF quali possibili predittori di efficacia di 
bevacizumab. Le esperienze sopra riportate soffrono però di pesanti limiti metodologici e 
fanno porre dubbi importanti riguardo alla validità dei risultati ottenuti ponendosi un alto 
rischio di falsi positivi se si considera l’alto numero di ipotesi testate ma anche di falsi 
negativi tenuto conto della generale bassa potenza statistica e della possibilità che non 
trattandosi di sperimentazioni controllate ma di semplici analisi retrospettive il rigore delle 
valutazioni cliniche possa non essere stato particolarmente elevato. 
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CAPITOLO 3. ANALISI DEI POLIMORFISMI DEL GENE VEGF NEL 
PREDIRE IL BENEFICIO DERIVANTE DAL TRATTAMENTO DI PRIMA 
LINEA CON FOLFIRI E BEVACIZUMAB IN PAZIENTI CON CARCINOMA 
COLORETTALE METASTATICO. 
 
Muovendo dalle considerazione fatte sinora e nell’intento di identificare determinanti 
farmacogenetici predittivi di efficacia di bevacizumab, sono stati condotti i due studi 
presentati in questo capitolo. Si tratta di due esperienze consequenziali muovendo la seconda 
dai risultati preliminari ottenuti nella prima. Le ricerche sono state ideate e coordinate 
dall’attuale gruppo dell’Oncologia Medica 2 Universitaria dell’Azienda Ospedaliero-
Universitaria Pisana, diretta dal Prof. Alfredo Falcone sebbene sia da precisare che nelle fasi 
iniziali dei progetti il personale coinvolto era in servizio presso l’U.O. di Oncologia Medica 
dell’Azienda USL6 di Livorno.  
  
3.1 ANALISI RETROSPETTIVA 
 
Introduzione e razionale dello studio 
L’introduzione nella pratica clinica di farmaci biologici, quali gli anticorpi monoclonali 
diretti contro EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), cetuximab, e contro VEGF, 
bevacizumab, ha significato un radicale cambiamento nella terapia del carcinoma colorettale 
metastatico.  
Sebbene bevacizumab in combinazione con chemioterapia contenente fluoropirimidine 
abbia rivoluzionato l’approccio terapeutico del carcinoma colorettale metastatico, 
migliorando significativamente l’outcome di questa neoplasia, non tutti i pazienti traggono 
lo stesso beneficio dal farmaco anti-angiogenico, che risulta d’altra parte associato a 
specifiche tossicità e ad un incremento importante dei costi del trattamento. Mentre è stato 
provato che cetuximab è attivo solo in pazienti con tumore KRAS wild-type,100 il beneficio 
derivato dall’uso di bevacizumab sembra essere indipendente dalla selezione biomolecolare.  
Ad oggi, restano da chiarire numerosi quesiti riguardo all’utilizzo nella pratica clinica di 
bevacizumab, tra cui la definizione di altri criteri di selezione, oltre a quelli clinici, per 
pazienti da sottoporre a trattamento. L’identificazione di marcatori molecolari di resistenza 
primaria o secondaria potrebbe garantire un’integrazione più consapevole di bevacizumab 
nell’armamentario terapeutico e faciliterebbe la gestione clinica del paziente con mCRC.102 
In linea generale, la ricerca di fattori predittivi e biomarcatori di efficacia è resa complessa 
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da molteplici elementi. Innanzitutto, può esistere una notevole eterogeneità nel 
comportamento biologico delle neoplasie, sia tra sede primitiva e metastasi, che tra diverse 
popolazioni cellulari progressivamente selezionate dall’evoluzione clonale. Inoltre, è 
difficile valutare se un dato fattore abbia un ruolo puramente predittivo piuttosto che 
prognostico, poiché i due aspetti spesso si confondono e sono in parte sovrapposti. Infine, 
bisogna considerare che spesso si pongono problemi importanti di ordine tecnico 
(validazione di metodiche innovative e riproducibilità dei test) e di metodologia della 
ricerca, esistono poi difficoltà peculiari nella valutazione dell’attività, e quindi dell’effetto 
clinico, dei nuovi farmaci: la semplice misurazione del diametro delle lesioni potrebbe non 
essere la modalità ottimale, in quanto questi farmaci hanno spesso un meccanismo d’azione 
citostatico, che si esplica in una stabilizzazione del volume della neoplasia, a differenza dei 
chemioterapici convenzionali, che generalmente determinano una riduzione della massa 
tumorale.103  
Per queste ragioni è stato difficile fino ad oggi implementare nella pratica clinica marcatori 
biologici predittivi di impiego routinario e il trattamento del carcinoma colorettale 
metastatico con bevacizumab non è esente da questa limitazione.  
Come spiegato in precedenza in questo elaborato l’angiogenesi tumorale è orchestrata da 
un’ampia varietà di mediatori, tra cui il meglio caratterizzato è il VEGF. E’ stato ipotizzato 
che SNPs del gene VEGF influenzandone la trascrizione, possano modulare il fenomeno 
angiogenico e condizionare la risposta ai trattamenti antiangiogenici.70, 75, 78, 104 
Studi retrospettivi hanno osservato un potenziale ruolo prognostico di polimorfismi di VEGF 
nel carcinoma della mammella e dell’ovaio ed hanno ipotizzato che specifiche varianti 
alleliche avessero un significato predittivo di efficacia e tossicità del trattamento con 
bevacizumab.91, 92 Muovendo dai dati iniziali di quelle esperienze, è stato ideato uno studio 
retrospettivo che valutasse il ruolo di specifici SNPs di VEGF nella linea germinale nel 
predire l’efficacia di bevacizumab in pazienti che avevano ricevuto bevacizumab in 
associazione a chiemioterapia per il trattamento di prima linea del carcinoma colorettale 
metastatico.  
 
Disegno ed obiettivi 
Lo studio, disegnato e diretto dal Prof. Falcone Alfredo e dal Dr. Loupakis Fotios (U.O. 
Oncologia Medica 2 Universitaria, Azienda Ospedaliero-Universitaria Pisana, Istituto 
Toscano Tumori e Dipartimento di Oncologia, dei Trapianti e delle Nuove Tecnologie in 
Medicina, Università di Pisa), ha coinvolto 6 Unità Operative di Oncologia Medica italiane 
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(Azienda Ospedaliero-Universitaria Pisana; Azienda Ospedaliera ASL 6 di Livorno; 
Azienda Ospedaliera “San Salvatore” di Pesaro; Università Campus Biomedico di Roma; 
Istituto Scientifico San Raffaele di Milano; Fondazione IRCCS Policlinico “San Matteo” di 
Pavia), il Dipartimento di Scienze Biomolecolari dell’Università degli Studi “Carlo Bo” di 
Urbino per le analisi molecolari e la Scuola Superiore di Studi Universitari e di 
Perfezionamento “Sant’Anna” di Pisa per parte delle analisi statistiche. Lo studio è stato 
condotto grazie a fondi delle Fondazioni FANOAteneo e A.R.C.O. 
Sulla base delle evidenze di letteratura allora presenti e tenuto conto della disponibilità 
economica dei finanziamenti disponibili sono stati analizzati i seguenti SNPs di VEGF: -
2578 C/A (rs699947) e -1498 C/T (rs833061) nella regione del promotore; +405 G/C 
(rs2010963) nella regione 5’UTR (untraslated region) e +936 C/T (rs3025039) nella regione 
3’UTR).70, 75, 78, 104 Tali polimorfismi sono stati esaminati in due popolazioni di pazienti con 
mCRC in trattamento di prima linea, l’una con la combinazione FOLFIRI e bevacizumab e 
l’altra con solo FOLFIRI. 
Obiettivo primario dell’analisi retrospettiva era la relazione tra i suddetti polimorfismi di 
VEGF e la PFS (Progression Free Survival). Obiettivi secondari erano la relazione con l’OS 
(Overall Survival), l’RR (Response Rate) e la tossicità correlata a bevacizumab. 
 
Pazienti e Metodi 
Il disegno dello studio prevedeva l’analisi dei sopracitati polimorfismi in due popolazioni: 
una costituita da 111 pazienti con mCRC, trattati in prima linea con FOLFIRI e 
bevacizumab (“gruppo bevacizumab”), dal Dicembre 2005 al Novembre 2008, ed una 
costituta da una coorte storica di 107 pazienti con mCRC trattati in prima linea con solo 
FOLFIRI (“gruppo di controllo”), dal Gennaio 2001 al Novembre 2006, nelle suddette Unità 
Operative di Oncologia Medica. 
Sono stati ritenuti eleggibili nel “gruppo bevacizumab” pazienti che rispondessero a questi 
criteri d’inclusione: 
• Diagnosi di adenocarcinoma del colon-retto metastatico confermata istologicamente; 
• Malattia metastatica misurata in accordo ai criteri RECIST con rivalutazione TC 
ogni 8-10 settimane e fino a progressione di malattia; 
• Trattamento anti-neoplastico di prima linea per malattia metastatica con FOLFIRI + 
bevacizumab; 
• Disponibilità all’esecuzione di un prelievo venoso periferico per le analisi 
farmacogenetiche specificate; 
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• Consenso informato scritto. 
 
Dei pazienti inclusi nel “gruppo bevacizumab” sono state raccolte le seguenti caratteristiche 
clinico-patologiche: sesso, età, ECOG Performance Status (PS), sede del tumore primitivo 
(colon o retto), chirurgia del tumore primitivo, istologia mucinosa, pregressa chemioterapia 
adiuvante, metastasi sincrone o metacrone, singole o multiple, malattia confinata al fegato, 
livelli basali di emoglobina, leucociti (con conta differenziata per neutrofili e linfociti), 
LDH, albumina sierica, CEA.97 I pazienti del “gruppo controllo” sono stati caratterizzati con 
informazioni basali sulla malattia e dati di attività ed efficacia del trattamento. 
In accordo con i criteri RECIST, tutti i pazienti sono stati valutati per la risposta, e sono state 
definite la PFS e l’OS. Le tossicità relative a bevacizumab sono state riportate in accordo ai 
criteri NCI-CTCAEv3.0.  
Per disporre del materiale su cui eseguire le analisi farmacogenetiche, ad ogni paziente sono 
stati prelevati 9 mL di sangue intero venoso periferico, raccolti in 3 provette distinte 
etichettate da 6 mL, contenenti EDTA, conservate a temperatura di -20°C. Tutti i campioni 
sono stati spediti ai laboratori del Dipartimento di Scienze Biomolecolari dell’Università 
degli Studi “Carlo Bo” di Urbino (responsabili: Prof. Magnani Mauro e Dr.ssa Ruzzo 
Annamaria), dove è stata eseguita l’analisi centralizzata. La tipizzazione dei polimorfismi di 
VEGF -2578 C/A (rs699947), -1498 C/T (rs833061), +405 C/G (rs2010963) e +936 C/T 
(rs3025039) su DNA genomico estratto dal sangue periferico campionato, utilizzando il 
metodo “salting out”,106 è stata condotta secondo la tecnica PCR-RFLP (Polymerase Chain 
reaction-Restriction Fragment Lenght Polymorphism) (Tabella 1. Primers ed enzimi di 
restrizione), da parte di personale di laboratorio non a conoscenza dello stato clinico dei 
pazienti. I frammenti di DNA ottenuti dalla digestione di specifici enzimi di restrizione sono 
stati sottoposti a corsa elettroforetica su gel di agarosio al 2%. 
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Analisi statistiche 
Obiettivo primario dello studio era la relazione tra i polimorfismi di VEGF e la PFS. 
Quest’ultima è stata definita come l’intervallo di tempo tra l’inizio del trattamento e la 
progressione di malattia, stabilita secondo criteri RECIST, o la morte per qualsiasi causa. I 
pazienti vivi non progrediti al termine dello studio e quelli sottoposti a chirurgia radicale 
sulle metastasi sono stati censorizzati alla loro ultima valutazione radiologica e alla data 
della resezione chirurgica, rispettivamente. 
Obiettivi secondari erano la relazione con l’OS, il tasso di risposte e la tossicità correlata a 
bevacizumab. L’OS è stata definita come il tempo trascorso dall’inizio del trattamento alla 
morte per qualsiasi causa. Il RR corrisponde alla percentuale di pazienti trattati che 
raggiunge una risposta, parziale o completa, definita in base dei criteri RECIST. 
Le frequenze dei polimorfismi sono state valutate per l’eventuale deviazione dall’equilibrio 
di Hardy-Weinberg (HWE), confrontando le distribuzioni alleliche in studio con quelle 
attese dall’HWE, usando un test χ2. L’associazione dei polimorfismi con la risposta e con le 
tossicità è stata valutata con il test esatto di Fisher a due code. In entrambi i gruppi di 
pazienti, il metodo di Kaplan-Meier ed il log-rank test sono stati utilizzati per stimare il 
ruolo di ogni caratteristica clinica, patologica e genomica nel predire l’Hazard Ratio (HR) 
per la progressione di malattia e la morte. Le covariate più rilevanti (quelle con p<0.10 
all’analisi univariata) sono state inserite nell’analisi multivariata utilizzando il modello di 
Cox. L’eterogeneità dell’effetto del polimorfismo VEGF -1498 C/T tra il “gruppo 
bevacizumab” e il “gruppo di controllo” è stata valutata mediante un test di interazione, 
applicando il modello di Cox per PFS ed OS. In considerazione delle relative differenze fra 
le popolazioni in studio, tutte le variabili per cui erano disponibili i dati sono state inserite 
nel modello. I dati mancanti sono stati imputati e l’inferenza sull’effetto dei vari parametri 
inseriti nel modello di Cox è stata ottenuta attraverso una procedura di “bootstrapping” non 
parametrico con 20000 replicazioni di Monte Carlo.   
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Risultati 
Caratteristiche della popolazione in studio 
Nel “gruppo bevacizumab” sono stati inclusi 111 pazienti, 57 uomini (51%) e 54 donne 
(49%) con mCRC (Tabella 2. Caratteristiche cliniche e patologiche della popolazione 
“gruppo bevacizumab”), trattati in prima linea con bevacizumab (5 mg/kg ev, giorno 1) in 
combinazione con FOLFIRI, secondo due possibili schedule bisettimanali: irinotecano 180 
mg/mq ev, giorno 1, leucovorin (LV) 200 mg/mq ev, giorno 1, 5-fluorouracile (5-FU) 400 
mg/mq bolo ev, giorno 1 e 5-FU 2400 mg/mq infusione continua per 46 ore, giorno 1→3 o 
irinotecano 180 mg/mq ev, giorno 1, leucovorin (LV) 200 mg/mq ev, giorno 1, 5-FU 3200 
mg/mq infusione continua per 48 ore, giorno 1→3.  
Cinquantacinque pazienti (41%) avevano ricevuto una precedente chemioterapia adiuvante. 
L’età mediana dei pazienti era di 63 anni (range: 34-82 anni). Ottantadue (74%) pazienti 
presentavano come sede primitiva di malattia il colon e 29 (26%) il retto. L’istologia 
mucinosa è stata riscontrata in 15 casi (14%). Cinquantasette (51%) pazienti avevano 
metastasi singole e 54 (49%) metastasi multiple; 37 (33%) pazienti presentavano malattia 
limitata al fegato.  
Al momento dell’inizio della terapia, la quasi totalità dei pazienti (92%) presentava ECOG 
PS pari a 0, 8 pazienti presentavano PS = 1 (7%) e soltanto un paziente (1%) PS = 2. 
In base allo score prognostico di Kohne,97 57 pazienti (51%) sono stati definiti a basso 
rischio, 39 (35%) a rischio intermedio, 12 (11%) ad alto rischio; 3 pazienti non erano 
valutabili.  
Relativamente alle tossicità bevacizumab-correlate, durante il trattamento, 9 (8%) pazienti 
hanno sviluppato ipertensione arteriosa di grado G1, 10 (9%) di grado G2 e 1 (1%) di grado 
G3. Sono stati osservati 2 (2%) episodi di perforazione intestinale, 2 (2%) episodi di 
trombosi arteriosa e 6 (5%) episodi di trombosi venosa.  
Tredici (12%) pazienti hanno ottenuto una risposta completa e 56 (50%) una risposta 
parziale, per un tasso di risposte obiettive del 62%. In 29 (26%) pazienti è stata registrata 
una stabilità della malattia, per un tasso di controllo di malattia dell’88%.  
Ad un follow-up mediano di 13.6 mesi, la PFS mediana è risultata di 10.2 mesi e l’OS 
mediana di 22 mesi.  
Le frequenze alleliche riscontrate per i polimorfismi analizzati erano in linea con i dati della 
letteratura93, 107 (Tabella 3. Frequenze alleliche dei polimorfismi di VEGF nella popolazione 
“gruppo bevacizumab”) e non presentavano deviazioni rispetto all’HWE. 
 
 
34 
Nel “gruppo di controllo” sono stati inclusi 107 pazienti, 68 uomini e 39 donne, trattati 
secondo schema FOLFIRI. Le caratteristiche clinico-patologiche risultavano pressoché 
omogenee a quelle dei pazienti del “gruppo bevacizumab”. L’età mediana era di 68 anni 
(range 35-80 anni). Ottantatre (77%) pazienti, al momento della diagnosi, mostravano PS = 
0, 21 (20%) PS = 1 e 3 (3%) PS = 2. Trentadue (30%) pazienti avevano ricevuto in 
precedenza un trattamento chemioterapico adiuvante. Cinquantasette (53%) pazienti 
presentavano metastasi singole, 50 (47%) pazienti avevano metastasi multiple. La malattia 
confinata al fegato era presente in 39 (36%) pazienti (Tabella 4. Caratteristiche cliniche e 
patologiche della popolazione “gruppo di controllo”).  
Quarantacinque (42%) pazienti hanno avuto una risposta parziale al trattamento, 4 (3%) 
pazienti una risposta completa, con un tasso di risposte obiettive del 46% e in 37 (35%) 
pazienti si è osservata una stabilità di malattia, per un tasso di controllo di malattia dell’80%.  
Ad un follow-up mediano di 47.8 mesi, è stata registrata una PFS mediana di 8.2 mesi ed 
un’OS mediana di 20.6 mesi.  
Le frequenze alleliche riscontrate per i polimorfismi analizzati erano pressoché simili a 
quelle riportate nel “gruppo bevacizumab”. 
 
Analisi univariate 
Nel “gruppo bevacizumab”, l’istologia mucinosa è risultata significativamente associata ad 
un peggior outcome in termini sia di PFS (HR 2.16, 95% CI 1.23-7.12, p=0.015), sia di OS 
(HR=3.21, 95% CI 1.99-14.98, p=0.001).  
I pazienti sottoposti a resezione del tumore primitivo e coloro che hanno ricevuto una 
precedente terapia adiuvante hanno mostrato un rischio di progressione maggiore (HR=2.1, 
95% CI 0.99-3.40, p=0.052 e HR=1.84, 95% CI 1.17-3.37, p=0.011, rispettivamente). La 
sede rettale del tumore primitivo ed il riscontro basale di leucocitosi sono risultati associati 
ad una OS più breve (HR=2.70, 95% CI 0.99-4.86, p=0.052 e HR=2.43, 95% CI 0.84-
17.91,p=0.083, rispettivamente) (Tabella 5. Associazione tra le caratteristiche clinico-
patologiche e PFS e OS nel “gruppo bevacizumab”). 
Tra i polimorfismi di VEGF analizzati, le varianti alleliche del -1498 C/T sono risultate 
correlate in modo statisticamente significativo alla sopravvivenza. La PFS mediana dei 
pazienti portatori delle varianti -1498 C/C, C/T e T/T è risultata di 12.8, 10.5, 7.5 mesi 
(p=0.0046, log-rank test), rispettivamente. L’OS mediana nelle stesse varianti è risultata di 
27.3, 20.5, 18.6 mesi (p=0.038, log-rank test), rispettivamente (Figura 1. PFS ed OS in 
relazione alle varianti alleliche del polimorfismo VEGF -1498 C/T nel “gruppo 
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bevacizumab”). Non è stata riscontrata alcuna associazione con il tasso di risposte, né con lo 
sviluppo di tossicità specifiche. 
I pazienti portatori delle varianti alleliche VEGF -1498 C/T e T/T hanno presentato un 
aumentato rischio di progressione di malattia e di morte, rispetto a quelli con genotipo 
omozigote -1498 C/C, con un effetto additivo esercitato da ciascun allele T (Tabella 6. 
Associazione tra le caratteristiche genetiche e PFS ed OS nel “gruppo bevacizumab”).  
I pazienti con genotipo omozigote -1498 T/T mostravano una PFS significativamente più 
breve e un trend negativo in OS rispetto a quelli con almeno un allele C (mPFS: 7.5 versus 
11.1 mesi; HR=2.13, 95% CI: 1.41-5.10; p=0.0027; mOS 18.6 versus 23.1 mesi; HR=1.70, 
95% CI: 0.79-4.51; p=0.155) (Figura 2. PFS ed OS dei pazienti con genotipo -1498 T/T 
rispetto a pazienti con almeno un allele C nel “gruppo bevacizumab”).  
Non è stata individuata nessuna relazione tra gli altri polimorfismi studiati e l’outcome 
clinico, né con le tossicità tipiche di bevacizumab (Tabella 6. Associazione tra le 
caratteristiche genetiche e PFS ed OS nel “gruppo bevacizumab”). 
Nel “gruppo di controllo”, tra le caratteristiche cliniche e patologiche disponibili, non è 
emersa alcuna associazione con la PFS. Il PS ed i livelli basali di CEA sono risultati 
significativamente correlati con l’OS (HR 1.68-2.23, p=0.0004 e HR 1.22-4.36, p=0.010, 
rispettivamente). Le varianti alleliche -1498 C/C, C/T e T/T non hanno mostrato alcuna 
significativa associazione né con la PFS, né con l’OS (Figura 3. PFS ed OS rispetto alle 
varianti alleliche del polimorfismo VEGF -1498 C/T nel “gruppo di controllo”; Tabella 7. 
Associazione tra le caratteristiche clinico-patologiche e genetiche e la PFS ed OS nel 
“gruppo di controllo”).  
 
Modello di Cox e test d’interazione 
Nell’analisi multivariata sono state utilizzate le covariate che all’analisi univariata 
presentavano p<0.10; per la PFS: l’istologia mucinosa, la precedente terapia adiuvante, la 
resezione del tumore primitivo ed il polimorfismo VEGF -1498 C/T; per l’OS: le sede del 
tumore primitivo, l’istologia mucinosa, la leucocitosi (>10.000/mcl) ed il polimorfismo 
VEGF -1498 C/T. All’analisi multivariata, si è mantenuta significativa l’associazione del 
genotipo -1498 T/T con PFS ed OS più brevi (HR 3.64, 95% CI 1.30-8.32, p=0.009; HR 
4.03, 95% CI 0.63-12.41, p=0.058, rispettivamente) rispetto alla variante -1498 C/C 
(Tabella 8. Analisi multivariate nel “gruppo bevacizumab”, comprendente le covariate 
legate all’outcome con p<0.10 all’analisi univariata). Anche l’istologia mucinosa è risultata 
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associata a più brevi PFS (HR 2.53, 95% CI 1.22-4.68, p=0.009) ed OS (HR 4.43, 95% CI 
1.63-9.64, p=0.004).  
Il test di interazione ha confermato come l’impatto negativo della variante T/T del 
polimorfismo -1498 C/T sull’outcome clinico, in termini sia di PFS (p=0.012) sia di OS 
(p=0.024), sia evidente nei pazienti trattati con bevacizumab (Tabella 9. Modello di 
regressione di Cox, comprendente le varianti alleliche del polimorfismo -1498 C/T, il 
trattamento e la loro interazione).  
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Discussione 
L’inibizione di VEGF è un’efficace strategia per inibire il processo di neoangiogenesi 
tumorale.108 Sebbene tale processo nella sua complessità sia influenzato da molteplici fattori 
correlati sia all’ospite e sia al tumore, gli SNPs di VEGF nella linea germinale, in particolare 
quelli che modificano l’espressione genica e quindi la produzione e l’attività della proteina, 
rappresentano potenziali fattori predittivi di efficacia dell’inibizione di VEGF.  
L’esperienza descritta suggerisce che, nella popolazione di pazienti con mCRC trattati con 
bevacizumab e FOLFIRI, il genotipo T/T del polimorfismo di VEGF -1498 è risultato 
associato ad una PFS significativamente più breve e con una minore sopravvivenza, seppur 
non statisticamente significativa. Questo dato, rilevato dapprima all’analisi univariata, è 
stato poi confermato in un modello di regressione multivariata di Cox. Dall’altra parte, non è 
stata individuata alcuna correlazione tra le varianti dello stesso polimorfismo e l’outcome 
clinico nel gruppo storico di controllo, trattato con solo FOLFIRI.  
Il test d’interazione è stato condotto con l’obiettivo di confermare il potenziale ruolo 
predittivo, ovvero legato allo specifico trattamento con bevacizumab, piuttosto che 
prognostico, ovvero indipendente dal trattamento, del polimorfismo VEGF -1498 C/T. 
Sebbene il risultato del test d’interazione sia significativo in termini di PFS, suggerendo che 
l’impatto del polimorfismo in questione possa essere correlato all’effetto del bevacizumab, 
da questi dati non è possibile estrapolare conclusioni definitive.  
Nonostante questi risultati differiscano in parte dalle precedenti esperienze nel carcinoma 
mammario metastatico e nel carcinoma ovarico metastatico,92, 104 è da considerare che questi 
risultati sono stati ottenuti in differenti gruppi di pazienti, affetti da patologie biologicamente 
molto diverse e trattati con regimi citotossici differenti, di cui le interazioni farmacologiche 
con il bevacizumab non sono completamente note.  
Nel “gruppo bevacizumab”, alle analisi univariata e multivariata, l’istologia mucinosa del 
carcinoma è risultata in relazione con una PSF ed un’OS più brevi, confermando dati già 
presenti in letteratura circa una prognosi peggiore per carcinomi colorettali mucinosi.109, 110 
Dal momento che questa osservazione non è stata riscontrata anche nel “gruppo di 
controllo”, per mancanza di informazioni, a questo riguardo non è stato possibile formulare 
alcuna ipotesi su una potenziale implicazione predittiva.  
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Conclusioni 
Sebbene promettenti, in quanto tra le prime a suggerire un significativo ruolo di un 
determinante genetico come predittivo di efficacia di bevacizumab nel CRC, le conclusioni 
dello studio presentato non sono direttamente applicabili nella pratica clinica. La loro lettura 
deve necessariamente avvenire alla luce di alcuni limiti metodologici dell’analisi stessa che 
li ha prodotti: la natura retrospettiva dello studio; l’adozione, come gruppo di controllo, di 
una coorte storica, anch’essa valutata retrospettivamente e pertanto la mancanza di una 
effettiva randomizzazione a ricevere o meno l’anticorpo anti-VEGF, rilevante ai fini 
dell’interpretazione del test d’interazione.  
Per tali ragioni, le osservazioni di questa esperienza preliminare esplorativa meritano un 
ulteriore approfondimento attraverso una conferma prospettica, che possa, nel caso 
confermasse l’ipotesi generata dallo studio retrospettivo, condurre ad uno studio di fase III 
randomizzato di validazione per la pratica clinica.  
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3.2 ANALISI PROSPETTICA  
 
Introduzione e razionale dello studio 
In considerazione dei risultati ottenuti nello studio retrospettivo presentato nel precedente 
paragrafo, il gruppo dell’Oncologia Medica 2 Universitaria di Pisa ha ritenuto razionale 
diegnare, coordinare e condurre uno studio prospettico di conferma del ruolo del 
polimorfismo VEGF -1498 C/T nel predire l’efficacia di bevacizumab, in una popolazione di 
pazienti con mCRC trattata in prima linea con FOLFIRI in associazione all’anticorpo anti-
VEGF. Il nome dello studio corrisponde all’acronimo Pro.Ve.TT.A.: “PROspective 
evaluation of the PROmoter VEgf gene allelic variant TT and its Adverse effect on 
progression-free survival of metastatic colorectal cancer patients treated with first-line 
FOLFIRI plus bevacizumab”.  
Nello specifico, lo studio Pro.Ve.TT.A si inserisce nell’iter di validazione statistica del 
polimorfismo VEGF -1498 C/ quale marker genetico predittivo di efficacia di bevacizumab 
nel setting studiato. La variante allelica T/T del suddetto SNP è risultata correlata nella 
prima analisi retrospettiva, alla PFS del gruppo di pazienti trattati in prima linea con 
FOLFIRI in combinazione all’anticorpo anti-VEGF. Tale correlazione non è stata riscontrata 
nel gruppo di controllo, costituito da una coorte storica, trattata con solo FOLFIRI. Al test 
d’interazione, l’influenza del polimorfismo sull’outcome clinico dei pazienti è risultata 
riferibile all’effetto del bevacizumab. Tuttavia, le limitazioni metodologiche di uno studio 
retrospettivo, condotto adottando come popolazione di controllo una coorte storica, in 
assenza di randomizzazione alla terapia con bevacizumab, hanno imposto la necessità di 
un’ulteriore analisi di tipo prospettico.111  
Sebbene possa accadere che analisi post-hoc di trials randomizzati siano considerate una 
fonte di evidenza per l’adozione di un marker nella pratica clinica, questa metodologia non è 
adatta per la validazione statistica di fattori predittivi, in quanto gravata da bias che possono 
alterare i risultati. Infatti, il potenziale predittivo di un marcatore può essere ipotizzato sulla 
base di analisi retrospettive, ma la validazione dovrebbe passare necessariamente attraverso 
uno studio prospettico (approccio “retrospettivo-prospettico”).105 Il ruolo di questo tipo di 
indagine risulta fondamentale, indipendentemente dalla positività o negatività del risultato in 
relazione all’obiettivo validativo: nel primo caso, lo studio prospettico fornisce il substrato 
per la conduzione di uno studio randomizzato che, a sua volta, costituisce la prova definitiva 
del valore del marcatore, da cui la sua applicabilità a pieno diritto nella pratica clinica; nel 
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secondo caso, consente di escludere l’ipotesi di partenza fornendo preziose informazioni per 
le ricerche successive.111, 112 Nonostante ciò, attualmente in letteratura esiste un solo 
esempio di validazione statistica di un fattore predittivo condotta secondo l’approccio 
“retrospettivo-prospettico”.111 Si tratta di uno studio esplorativo farmacogenetico, condotto 
su una popolazione di pazienti con mCRC in trattamento di seconda linea con oxaliplatino e 
capecitabina, che ha portato all’osservazione, all’analisi multivariata, di un’associazione 
significativa tra SNPs del gene ATM (Ataxia teleangiectasia mutated, ATM rs1801516) e del 
gene ERCC5 (Excision Repair Cross-Complementing Group 5, ERCC5 rs1047768) con la 
PFS.113 In ragione della natura retrospettiva dell’indagine, gli autori hanno ritenuto che fosse 
necessario per la conferma del risultato valutare prospetticamente l’associazione tra SNPs e 
PFS in un’altra coorte di pazienti trattati con oxaliplatino e capecitabina (studio 
CAIRO2).114, 115 L’indagine prospettica non confermava l’iniziale osservazione, ovvero i 
polimorfismi di ATM e di ERCC5 non erano associati in modo statisticamente significativo 
con la PFS. Nonostante l’esito, soltanto in apparenza negativo, questa esperienza 
rappresenta un esempio di “good practice” di metodologia di ricerca traslazionale, 
suggerendo in modo inequivocabile la necessità di validare i risultati degli studi retrospettivi 
con indagini prospettiche.  
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Disegno ed obiettivi 
Lo studio Pro.Ve.TT.A, disegnato e diretto dal Prof. Alfredo Falcone e dal Dott. Fotios 
Loupakis (U.O. Oncologia Medica 2 Universitaria, Azienda Ospedaliero-Universitaria 
Pisana, Istituto Toscano Tumori, Dipartimento di Oncologia, dei Trapianti e delle Nuove 
Tecnologie in Medicina, Università di Pisa) è uno studio multicentrico, che coinvolge le 
seguenti Unità Operative di Oncologia Medica italiane: l’Azienda Ospedaliero-Universitaria 
Pisana; l’Azienda Ospedaliera “Felice Lotti” di Pontedera; la Fondazione IRCCS Policlinico 
“San Matteo” di Pavia; l’Azienda Ospedaliero-Universitaria di Padova; l’Azienda 
Ospedaliera “San Salvatore” di Pesaro; l’Università Campus Biomedico di Roma; l’Istituto 
Scientifico San Raffaele di Milano; l’Azienda Ospedaliero-Universitaria “Seconda 
Università degli Studi di Napoli”; l’Azienda Ospedaliero-Universitaria “Santa Maria della 
Misericordia” di Udine, il Dipartimento di Scienze Biomolecolari dell’Università degli Studi 
“Carlo Bo” di Urbino, la University of Southern California – Keck School of Medicine. 
Lo studio ha ricevuto una specifica approvazione da parte del Comitato Etico della Azienda-
Ospedaliero Universitaria Pisana che è stato recepito da tutte le strutture coinvolte. Lo studio 
è condotto grazie ai finanziamenti messi a disposizione dalla Fondazione ONLUS A.R.C.O. 
Lo studio si pone come obiettivo primario la valutazione della correlazione tra le varianti 
alleliche del polimorfismo VEGF -1498 C/T e la PFS alla prima linea di trattamento. 
Obiettivi secondari sono la valutazione della correlazione tra le varianti alleliche del 
suddetto polimorfismo e il tasso di riposte, la sopravvivenza globale (OS) e la tossicità 
attribuibile a bevacizumab.  
La popolazione in studio è costituita da 265 pazienti con mCRC trattati in prima linea 
secondo lo schema FOLFIRI e bevacizumab (vd. oltre, paragrafo “Considerazioni 
statistiche” per la giustificazione della numerosità campionaria). 
 
Pazienti e metodi 
Sono stati ritenuti eleggibili nello studio pazienti che rispondessero ai seguenti criteri 
d’inclusione: 
• Diagnosi di adenocarcinoma colorettale confermata istologicamente; 
• Malattia inizialmente non resecabile; 
• Malattia metastatica misurabile secondo i criteri RECIST; 
• Pazienti in terapia di prima linea per malattia metastatica secondo schema FOLFIRI 
e bevacizumab; 
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• Disponibilità all’esecuzione di un prelievo venoso periferico per le analisi genetiche 
specificate; 
• Consenso informato scritto. 
 
I pazienti arruolati nello studio sono stati sottoposti a valutazione clinica basale (entro un 
mese dalla prima infusione di terapia), al giorno 1 di ogni ciclo di trattamento e ogni 8 
settimane fino a progressione di malattia (Appendice. Flow-chart Studio Pro.Ve.TT.A).  
Di tutti i pazienti sono state raccolte le seguenti caratteristiche clinico-patologiche, 
adeguatamente inserite all’interno di un database: sesso, data di nascita, data della diagnosi 
del tumore primitivo e della malattia metastatica, sede del tumore primitivo (colon o retto), 
istologia mucinosa, chirurgia del tumore primitivo, pregressa chemioterapia adiuvante, 
metastasi sincrone o metacrone, singole o multiple, con indicazione della sede (fegato, 
linfonodi, polmone, peritoneo, recidiva locale a livello del retto, altra sede da specificare), 
ECOG Performance Status (PS), livelli basali di emoglobina (<11g/dL), leucociti 
(>10.000/mcl, con conta differenziata per neutrofili e linfociti), LDH (>300 U/L), fosfatasi 
alcalina (>300 U/I), albumina sierica (<3.4 g/dL), CEA. 
Oltre a queste informazioni, in sede di valutazione basale, il paziente è stato sottoposto ad 
esame clinico generale, misura dei parametri fisici e vitali (altezza, peso corporeo, 
temperatura, pressione arteriosa, frequenza cardiaca e PS), prelievo di sangue venoso 
periferico per l’analisi del polimorfismo di VEGF, misurazione della malattia con TC torace 
e addome, in accordo ai criteri RECIST.  
Ad ogni ciclo di terapia, vengono eseguiti l’esame clinico generale con misura dei parametri 
fisici e vitali del paziente, esami ematochimici (esame emocromocitometrico con formula e 
piastrine), e raccolte informazioni circa le tossicità legate al trattamento, nello specifico 
correlate a bevacizumab. Ogni 8 settimane e fino a progressione di malattia viene eseguita 
una rivalutazione della malattia con TC torace-addome secondo i criteri RECIST, l’esame 
clinico generale ed esami ematochimici completi.  
La caratterizzazione di ogni singolo paziente è completata da altre informazioni specifiche: 
data di inizio della terapia con bevacizumab; informazioni su attività e l’efficacia del 
trattamento (migliore risposta, PFS ed OS); esecuzione di resezione chirurgica o 
termoablazione di sedi metastatiche, con specificazione eventuale della data e dell’esito 
dell’intervento in termini di radicalità (resezione R0, R1 o R2); tossicità bevacizumab-
correlate (ipertensione arteriosa, sanguinamenti, proteinuria, perforazione intestinale, 
trombosi arteriosa, trombosi venosa), con indicazione del grading e del ciclo di insorgenza.  
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Il database per la raccolta dei dati è stato periodicamente revisionato, previa richiesta ai 
referenti dei centri coinvolti di specifici aggiornamenti circa lo stato clinico, le tossicità da 
riferire alla terapia e le rivalutazioni di malattia. 
Per disporre del materiale su cui eseguire le analisi farmacogenetiche, ad ogni paziente sono 
stati prelevati 9 mL di sangue intero venoso periferico, raccolti in 3 distinte provette 
etichettate da 6 mL, contenenti EDTA, conservate a temperatura di -20°C. I campioni sono 
stati spediti ai laboratori del Dipartimento di Scienze Biomolecolari dell’Università degli 
Studi “Carlo Bo” di Urbino (responsabili: Prof. Magnani Mauro e Dr.ssa Ruzzo Annamaria), 
dove è stata eseguita l’analisi centralizzata.  
Clinici e personale di laboratorio non saranno a conoscenza rispettivamente delle 
determinazioni biomolecolari e dell’outcome dei pazienti fino al momento dell’analisi di 
correlazione finale. 
 
Considerazioni statistiche 
Per la definizione degli endpoints (PFS; OS; RR) e per i criteri utilizzati per la 
censorizzazione dei pazienti vivi non progrediti al termine dello studio e diquelli sottoposti a 
chirurgia sulle sedi metastatiche, fare riferimento ad “Analisi statistiche” del precedente 
paragrafo. 
Considerati i dati derivati dallo studio retrospettivo, suggestivi di un effetto detrimentale del 
genotipo T/T del polimorfismo VEGF -1498, il presente studio è stato disegnato per ottenere 
un HR per PFS di 1.7 per pazienti VEGF -1498 T/T versus pazienti VEGF -1498 C/-. Con 
un errore di tipo I a 0.05 e con un potere del 90%, considerando una prevalenza della 
variante VEGF -1498 T/T del 25%, lo studio richiede 199 eventi in accordo alla formula 
descritta da Schoenfeld.116 Assumendo un 25% di pazienti censorizzati al momento delle 
analisi, lo studio deve includere 265 pazienti. 
 
Conclusioni preliminari 
 
E’ previsto che entro i primi mesi del 2012 possa essere raggiunto il numero di eventi di 
progressione necessari per le analisi statistiche. Ad oggi (Aprile 2011), l’accrual dei 265 
pazienti previsti è stato completato. Il numero di eventi di progressione confermati è 150. 
Questa esperienza costituisce di per sé la prova di come, in una realtà multicentrica italiana 
con esperienza nella conduzione di studi oncologici clinici e traslazionali, la conferma 
prospettica di un’iniziale ipotesi retrospettiva in rapporto all’utilità di un marker molecolare 
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predittivo di beneficio da un trattamento sia fattibile. Si ritiene pertanto indispensabile che i 
gruppi impegnati ad oggi in questo tipo di ricerca facciano qualunque sforzo per dare 
conferma o smentita dei loro dati originali su coorti indipendenti adeguatamente selezionate 
e potenziate per le analisi statistiche necessarie. 
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TABELLE E FIGURE 
 
Tabella 1. Primers ed enzimi di restrizione. 
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Tabella 2. Caratteristiche cliniche e patologiche della popolazione “gruppo bevacizumab”. 
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Tabella 3. Frequenze alleliche dei polimorfismi di VEGF nella popolazione “gruppo 
bevacizumab”.  
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Tabella 4. Caratteristiche cliniche e patologiche della popolazione “gruppo di controllo”. 
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Tabella 5. Associazione tra le caratteristiche clinico-patologiche e PFS e OS nel “gruppo 
bevacizumab”. 
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Tabella 6. Associazione tra le caratteristiche genetiche e PFS ed OS nel “gruppo 
bevacizumab”.  
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Tabella 7. Associazione tra le caratteristiche clinico-patologiche e genetiche e la PFS ed 
OS nel “gruppo di controllo”. (-460 C/T indica -1498 C/T) 
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Tabella 8. Analisi multivariate nel “gruppo bevacizumab”, comprendente le covariate 
legate all’outcome con p<0.10 all’analisi univariata. (-460 C/T indica -1498 C/T) 
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Tabella 9. Modello di regression di Cox, comprendente la varianti alleliche del 
polimorfismo -1498 C/T, il trattamento e la loro interazione. 
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Figura 1. PFS ed OS in relazione alle varianti alleliche del polimorfismo VEGF          -
1498 C/T nel “gruppo bevacizumab” (n=111). 
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Figura 2. PFS ed OS dei pazienti con genotipo -1498 T/T rispetto a pazienti con almeno 
un allele C nel “gruppo bevacizumab”. 
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Figura 3. PFS ed OS rispetto alle varianti alleliche del polimorfismo VEGF -1498 C/T nel 
“gruppo di controllo” (n=107).  
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Appendice. Flow-chart studio Pro.Ve.TT.A. 
 
 BASALE OGNI CICLO 
OGNI 8 
SETTIMANE 
fino a PD 
Consenso informato X   
Anamnesi X   
Esame obiettivo generale X  X 
Segni vitali e principali parametri fisici 
Altezza, peso corporeo, temperatura, pressione arteriosa, 
polso, PS 
X X X 
Ematologia 
Esame emocromocitometrico con formula e piastrine X X X 
Biochimica clinica 
Creatinina, fosfatasi alcalina, ALT, AST, GGT, LDH, 
bilirubina totale 
X  X 
Esami ematochimici completi e marcatori 
Proteine totali, albumina, glucosio, Na+, K+, Ca++, 
aPTT, INR, CEA, Ca19.9 
X  X 
Valutazione della tossicità 
Criteri NCI CTCAEv3.0 X X X 
Valutazione della risposta 
Criteri RECIST X  X 
Raccolta di campioni di sangue periferico per le 
analisi genetiche* X   
*Per i pazienti ritenuti eleggibili che hanno già iniziato o ricevuto il trattamento la raccolta dei 
campioni di sangue deve essere effettuata non appena possibile 
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